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I. IRODALMI HÁTTÉR 
 
I.1. Krónikus lymphocytás leukemia 
 
 A krónikus lymphocytás leukemia (CLL) monomorf, kicsi, kerek vagy ovális 
morfológiájú atípusos érett B-sejtekből, valamint az ezen sejtek között megjelenő 
nagyobb méretű prolymphocytákból és paraimmunoblastokból álló proliferáció a 
perifériás vérben (PV), csontvelőben (CSV), lépben és nyirokcsomókban. A World 
Health Organization (WHO) osztályozása alapján az érett B-sejtes non-Hodgkin 
lymphomák közé tartozó, alacsony malignitású lymphoma  [1]. A korábbi T-sejtes 
CLL-t az újabb osztályozás alapján T-sejtes prolymphocytás leukémiának nevezzük [2]. 
A kis lymphocytás lymphoma (SLL) a CLL eltérő megjelenési formája, ahol a CLL-es 
sejtek a nyirokcsomókat és a lépet infiltrálják, de a csontvelőt és a perifériás vért nem. 
Lymphadenomegalia és splenomegalia megfigyelhető, de a perifériás vérben kevesebb, 
mint  5x109/L CLL-fenotípusú lymphocyta van jelen és csontvelő-infiltráció hiányában 
a betegeknek nincs citopéniája [1]. 
I.1.1. Előfordulás, klinikai jellegzetesség, genetikai hajlam 
 
 A CLL a „nyugati országok” felnőtt lakosságának leggyakoribb leukémiás 
megbetegedése, az összes non-Hodgkin lymphoma mintegy 7%-a. Az incidencia 2-6 
eset/ 100 000fő/ év. Az incidencia az életkorral nő és a 65 évnél fiatalabbak körében is 
emelkedést mutat az újonnan diagnosztizált esetek száma [1-3]. Az Amerikai Egyesült 
Államokban évente 15 000 új esetet diagnosztizálnak és a CLL okozta halálesetek 
száma mintegy évi 4500-ra tehető. Az átlagéletkor az első diagnóziskor 67 és 72 év 
közötti. Férfi predominancia megfigyelhető, a férfi : nő arány 1.7 : 1. Az átlagéletkor 
növekedésének köszönhetően a jövőben az incidencia, prevalencia és mortalitás 
növekedése várható. A fiatalabb generációban a diagnózis gyakoriságnövekedésének 
hátterében a gyakoribb rutin vérvizsgálat állhat [1, 4]. Hazánkban az incidencia 4,2/ 
100 000 fő /év, így átlagosan 420 új esetet diagnosztizálnak évente. Az átlagéletkor a 
diagnóziskor 72 év. Az incidencia hazánkban is nő az életkorral, 80 év felett 
30/100 000/év [5]. A betegek kevesebb mint 10%-a 55 évnél fiatalabb [3]. 
 A betegség klinikai megjelenése és lefolyása igen eltérő lehet az egyes 




százalékban nem specifikus tünetek jelentkeznek, mint pl. fáradtság, étvágytalanság, 
súlyvesztés vagy éjszakai izzadás. Fájdalmatlan, tömött nyirokcsomó megnagyobbodás 
kezdetben mintegy 50%-ban észlelhető, de a betegség előrehaladtával minden betegben 
megjelenik. A generalizált lymphadenopathia először a nyaki és supraclavicularis 
régiókat érinti [7]. Képalkotó vizsgálattal (mellkas röntgen, hasi ultrahang ill. mellkasi-
hasi computer tomográfia) kezdetben az esetek mintegy 25%-ában mediastinális és 
10%-ában hasi nyirokcsomó megnagyobbodás igazolható [6]. Máj- és 
lépmegnagyobbodás a kezdeti stádiumban nem jellemző. A megnagyobbodott hasi 
nyirokcsomók és belső szervek hasi teltségérzést okoznak, míg a nagy mediastinális 
nyirokcsomók következtében terhelési nehézlégzés jelentkezhet. Bőrjelenségek 
(viszketés, urticaria, purpura, herpes zoster és simplex, mycosis, gócos bőrinfiltrátum) 
szintén nem gyakoriak, azonban idős betegnél az említett bőrjelenségek megjelenése 
esetén mindig gondolni kell a háttérben CLL fennállására. Mikulicz-szindróma (parotis 
duzzanat és könnymirigy érintettség) ritka, de előfordulhat. A fertőzés a 
granulocitopénia és antitest hiány következtében kialakuló leggyakoribb szövődmény és 
egyben halálok is [8]. Autoimmun hemolítikus anémia (AIHA), illetve autoimmun 
thrombocytopenia is kísérheti ritkán a CLL-t, ennek oka jelenleg nem ismert [6, 9]. A 
laboreltérések közül vezető tünet az állandó leukocitózis magas, 70-95% közötti 
lymphocyta aránnyal és állandó, abszolút, >10 000/ml feletti lymphocytózissal [6]. M-
komponens a szérumban ritkán megjelenhet [1, 6]. A CLL-es betegeknek a másodlagos 
daganat kialakulás kockázata is emelkedett. Leggyakrabban bőr-, tüdő-, vastagbél- vagy 
méhnyakrák alakul ki [10] . A betegség mintegy 5-10%-ban magas malignitású 
lymphomába transzformálódik (részletesen ld. az 1.9 alfejezetben) [11]. A betegség 
egyetlen eddig ismert rizikófaktora a családi halmozódás. A CLL-es betegek 
családjában 6-9-szeres a rizikó a kórkép megjelenésére. A familiáris forma korábbi 
életkorban jelentkezik [3].  
 A 2008-as WHO 2016-os revíziója ún. „low-count” (alacsony sejtszámú) és 
„high-count” (magas sejtszámú) monoklonális B-sejtes lymphocytozist (MBL) 
különböztet meg. „Low-count” MBL esetén definíció szerint <0,5 x 109/L a 
lymphocyta-szám, ez azonban nem tekinthető prekurzor léziónak. CLL-be történő 
progressziója rendkívül ritka – ha egyáltalán előfordul –, ezért követést nem igényel. A 
„high-count” MBL fenotípus és genetikai/molekuláris tulajdonságai a Rai 0 stádiumú 
betegséghez nagyon hasonlítanak, ezért ezeknek a betegeknek éves követése szükséges 




A 40 évnél idősebbek körülbelül 3,5%-ában figyelhető meg CLL-re jellemző fenotípusú 
monoklonális B-sejtes lymphocytózis [1].  A CLL esetek mintegy 10%-a familiáris és 
ezen esetekben az első- és másodfokú rokonok között a B-sejtes lymphocytózis 40 éves 
kor előtti előfordulása mintegy 15%; azaz több mint háromszor gyakoribb az átlag 
populációhoz képest. A sporadikus CLL-ben szenvedő betegek rokonai között is 15% 
körüli a MBL előfordulása, azonban ezen esetekben későbbi életkorban, 60 év felett 
diagnosztizálják. Familiáris CLL kapcsán 20 génben találtak egypontos nukleotid 
polimorfizmust (single nucleotid polymorphism, SNP), mely a betegséggel 
összefüggésbe hozható. Ezen SNP-k közül hatról feltételezik, hogy a MBL kockázatát is 
növelik [13].  
I.1.2. Morfológiai jellegzetességek 
 
 A CLL-es betegek perifériás vérből származó keneteiken abszolút 
lymphocytózis igazolható. Igen nagy számban vannak jelen kisméretű, keskeny 
citoplazmájú, kerek magvú lymphocyták, ahol a kromatin rögös, a magban magvacska 
nem látható (1. ábra). Széles, világos citoplazmával és prominens magvacskával 
rendelkező prolymphocyták csak elvétve azonosíthatóak. A mechanikailag károsodott 
lymphocyták maradványai, az ún. Grumprecht-rögök gyakran jelen vannak. Az atípusos 
CLL ritka, ilyenkor a keneteken igen nagyméretű, hasadt vagy behúzódásokat 
tartalmazó sejtmagokkal rendelkező lymphocyták figyelhetőek meg. 
 
1. ábra. CLL, perifériás vér kenet (MGG, 600x). 
Kis méretű, keskeny citoplazmájú, kerek magvú 





A csontvelőből származó aspirációs mintán a perifériás vérből származó keneteken 





A csontvelő infiltráció mértéke 10-90% között változik. Az infiltráció lehet noduláris, 
interstitiális vagy diffúz. A nyirokcsomókból származó mintákban az eredeti follikuláris 
mintázat elmosódott, helyette kis CLL-es lymphocyták diffúz infiltrációja azonosítható 
(3. ábra). Az infiltrátumban lazább magszerkezetű sejtekből felépülő ún. 
pszeudofollikulusok (PF) is megjelennek, melyek a CLL/SLL proliferációs zónáinak 
felenek meg. A májban a portális terek, míg a lépben a vörös pulpa infiltrációja jellemző 
[10]. 
2. ábra. CLL, csontvelőkenet (MGG, 600x). A keneten 







 A CLL/SLL sejtjei CD20, CD22, CD5, CD19, CD79b, CD23 és CD43 
markereket hordoznak [1]. A zéta-asszociált protein-70 (ZAP-70) expressziója változó 
mértékű. Sejtfelszíni monoklonális Ig expresszió szintén kimutatható az esetek 
többségében [10]. A jellegzetes immunfenotípus meghatározása perifériás vérből, illetve 
csontvelő aspirációs mintából áramláscitometriai mérésekkel (4. ábra), míg 




 A genotípust tekintve a CLL heterogén betegségcsoport, a kialakulás hátterében 
komplex genetikai eltérések állnak. Floureszcens in-situ hibridizációs (FISH) 
vizsgálattal az esetek kb. 80%-ában mutatható ki valamilyen citogenetikai eltérés. Az 
esetek mintegy 50%-ában a 13q14.3 deléciója, kb. 20%-ában a 12-es kromoszóma 
triszómiája igazolható. Ezen felül gyakori eltérés a 17p13, 11q22-23 és a 6q21 
deléciója. A 13q14.3 régióban a miR-16-1 és miR-15a mikroRNS, míg a 11q22-23 
 
3. ábra. CLL, nyirokcsomó (HE, 50x). A CLL sejtek diffúz 





régióban az ATM, és a 17p13 regióban a TP53 gén lokalizálódik [1]A CLL további 
genetikai jellemzője, hogy az expresszált immunglobulin nehéz lánc gén variábilis 
régiójában (IgHV gén) mutáció igazolható. A gén lehet nem mutált is, azonban az esetek 
50-60%-ában szomatikus mutációt hordoz. A mutációs státusznak prognosztikai 
jelentősége van (ld. 1.1.7 alfejezet) [14]. 
 CLL-es betegek perifériás vérmintáiban 8 gén (TP53, ATM, SF3B1, NOTCH1, 
XPO1,  MYD88,  DDX3X , PTPN6) multiplex PCR (polimeráz lánc reakció) alapú új 
generációs szekvenálással végzett vizsgálatban 102 különböző, de többször előfurduló 
mutációt határoztak meg. Érdekes, hogy valamennyi esetben a mutáció jelenléte 
rosszabb prognózissal társult [15, 16]. 
 
 
4. ábra. CLL, áramlás citometria (perifériás vér). A: CD45/SSC diagram. 
A reaktív és a CLL-es lymphocyták (piros) elkülönülnek a granulocytáktól 
és monocytáktól (fekete). B-D: További vizsgálatok a piros színnel ábrázolt 
sejtpopuláción belül. B: A CLL-es sejtek lambda-könnyű-lánc monoklonális 
reakciót mutatnak, az expresszió intenzitása alacsony (jobb alsó kvadráns).  
C: A leukaemiás sejtek CD5 és CD23 pozitívak (jobb felső kvadráns). D: A 








I.1.5. Diagnosztikai kritériumok  
 
 A CLL diagnózis felállításához a nemzetközi ajánlások, konszenzusok 
(International Workshop on CLL, iwCLL) alapján elengedhetetlen feltétel több, mint 
5x109/L CLL-fenotípusú lymphocyta 3 hónapnál hosszabb ideig kimutatható a 
perifériás vérben [2]. A keringő B-sejtek klonális eredetét áramlás citometriai 
vizsgálattal kell igazolni. Legtöbbször rutin vérvétel kapcsán derül fény az atípusos B-
lymphocyták jelenlétére a perifériás vérben. Előfordul, hogy más betegség kapcsán 
végzett fizikális vizsgálat során diagnosztizálják a lép és/vagy nyirokcsomó 
megnagyobbodást. Néha klinikai tünetek, mint pl. B-tünetek (anémia, 
thrombocytopenia, láz) keltik fel a figyelmet. A CLL diagnózisához nyirokcsomó-, 
illetve csontvelő-biopszia nem szükséges [3, 6]. Organomegália, citopénia és B-tünetek 
hiányában, amennyiben a perifériás vér monoklonális B-sejt szaporulata kevesebb, mint 
5x109/L, monoklonális B-lymphocytosisról beszélünk [4]. SLL esetén a perifériás 
vérben kevesebb, mint 5x109/L CLL-fenotípusú lymphocyta van jelen [1] A diagnózis 
felállításához ez esetben nyirokcsomó biopszia szükséges. 
 Differenciáldiagnosztikai szempontból a CLL-t el kell különíteni egyéb 
perifériás lymphocyta-szaporulattól, nyirokcsomó megnagyobbodás esetén 
nyirokcsomó biopsziás mintából szövettani vizsgálattal reaktív elváltozásoktól, ill. 
köpenysejtes lymphomától, hajas sejtes leukémiától, lymphoplasmocytás lymphomától 
és T-sejtes non-Hodgkin lymphomától (NHL) [10].  
 
I.1.6. A CLL stádiumbeosztása  
 
 A  CLL klinikai stádiumbeosztása a prognózis és kezelés szempontjából fontos. 
A CLL klinkai stádiumának meghatározására 2 beosztás terjedt el. A Rai, illetve 
módosított Rai beosztást inkább az Egyesült Államokban használják, míg a Binet 
beosztás Európában terjedt el (1. Táblázat). Előbbi főként a hematológiai eltéréseken 
alapul, míg utóbbi alapja inkább a betegség kiterjedése [6, 17, 18]. 
 Megegyezés alapján a következő területek egy régiónak számítanak: (1) fej-nyak 
régió, mely a Waldeyer-gyűrűt is magába foglalja, függetlenül attól, hogy hány területen 




egy régiónak számít); (3) ágyéki régió (mindkét oldali), mely magába foglalja a 
felszínes femoralis nyirokcsomókat is [2]. 
 
 
I.1.7. Prognózis, prognosztikai és prediktív faktorok 
 
 A RAI 0/BINET A stádiumú betegek átlagos túlélése 10 évnél több. RAI 2-
3/BINET B stádium esetén legalább 8 éves túlélés várható, míg RAI 4-5/BINET C 
stádiumban a betegek várható élettartama csupán 6,5 év [2, 17].  
 A betegek prognózisának megítélésében a stádiumbeosztás mellett a 
citogenetikai eltérések, IgHV gén mutációs státusza, TP53 mutáció, illetve a morfológiai 
típus a meghatározóak. A citogenetikai eltérések kimutatása FISH vizsgálattal történik. 
A kromoszóma eltérések közül a 13q deléció az önállóan megjelenő kromoszóma 
eltérések közül a leggyakoribb, az esetek mintegy 55%-ában áll fenn. Az izolált 13q14 
deléció jó prognózist jelent. A 11-es kromoszóma hosszú karjának deléciója az esetek 








lymphocyta vérben > 15 
000/μl és >40% 
lymphocyta a 
csontvelőben 
átlagos túlélés >10év 
1 közepes 
0 stádium plusz nagy 
nyirokcsomók 
átlagos túlélés >8év 
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0-1 stádium plusz 
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3 magas 
0-2 stádium plusz 
anémia  (Hb < 110  gl) 
átlagos túlélés 6,5év 
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0-2 stádium plusz 
thrombocitopénia  (thr < 
100 000/μl) 
átlagos túlélés 6,5év 
BINET-STÁDIUM JELLEMZŐ PROGNÓZIS 
A 
Hb > 100 g/l, thr >100G/l és <3 nyirokcsomó-
régió érintett 
átlagos túlélés >10év 
B 
Hb > 100 g/l, thr >100G/l és >3 nyirokcsomó-
régió érintett 
átlagos túlélés >8év 
C 
Hb < 100 g/l, thr < 100G/l és bármely 
nyirokcsomó-régió érintett 




mintegy 25%-ában, és a naiv, nem kezelt betegek mintegy 10%-ában van jelen. A 
del11q-t hordozó betegekre jellemző a kifejezett nyirokcsomó megnagyobbodás, gyors 
progresszió és rövidebb túlélés. A 17-es kromoszóma rövid karjának deléciója a 
kezeletlen, naiv esetek mintegy 5-8%-ában igazolható. A deléció mindig magába 
foglalja a 17p13 régiót, ahol a TP53 gén lokalizálódik. A del17p-t hordozó betegek 
kemoterápia rezisztensek még addicionális anti-CD20 kombinált terápia esetén is. A 12-
es kromoszóma triszómiája az estek kb. 10-20%-ában igazolható. Patogenetikai szerepe 
a CLL-ben nem ismert és prognosztikai szerepe is kérdéses [2]. A 6q deléció jelenlegi 
tudásunk szerint prognosztikai szereppel nem rendelkezik [19]. 
 Az IgHV gén mutációs státuszát tekintve a mutációval járó esetek prognózisa 
jobb. Mutáció a betegek mintegy 50-60%-ában mutatható ki [14]. Az IgHV gén 
mutációs státusza mellett a ZAP-70 és a CD38 protein expressziója is fontos a 
prognózis megítélésében. Mind a tirozin kináz aktivitású ZAP-70 protein, mind a CD38 
expressziója összefügg az IgHV gén mutációs státuszával. Ezen fehérjék 
expressziójának megjelenése rosszabb prognózist jelent [14, 20, 21]. 
 A legújabb vizsgálatok alapján – terápiás szempontból – az egyik legfontosabb 
prognosztikai tényező a TP53 mutációs státusz. Az igazolt del17p-vel járó esetek 
>80%-ában a másik TP53 allél mutációja is igazolható [2]. A TP53 mutáció igen rossz 
prognózissal társul [22]. Del17p hiányában ugyanakkor TP53 mutáció ritkán fordul elő. 
CLL-ben a TP53 mutációja komplex genetikai eltérésekkel társul, mely felveti a 
„károsodott DNS sejtválasz” (DDR – DNA damage response) kapcsán az ún. mutátor 
fenotípus lehetőségét CLL-ben [2]. 
 Teljes genomiális DNS metilációs vizsgálatok alapján a CLL-ben három 
epigenetikai alcsoport különíthető el: naív B-sejtekre emlékeztető, memória B-sejtekre 
emlékeztető és intermedier jellegű CLL. A naív B-sejtekekre emlékeztető CLL 
csoportban többnyire nem mutált az IgHV gén, a másik két csoportban többségében 
mutált. Az intermedier csoportba tartozó esetek lefolyása agresszívabb.  
 Az utóbbi években teljes exon szekvenálással a CLL csaknem teljes genetikai 
háttere feltérképezésre került. A fent említett kromoszóma eltérések mellett 44 további, 
többször előforduló mutációt és 11 visszatérő szomatikus gén kópiaszám eltérést (CNV 
– copy number variation) azonosítottak [23]. A talált mutációk közül néhánynak 
potenciális klinikai jelentősége van, a TP53 mellett pl. a NOTCH1, SF3B1, ATM és 




 A felsoroltak mellett prognosztikai szerepe lehet a pszeudofollikuláris 
mintázatnak is. Az agresszívebb lefolyású esetekben szövettanilag nagyméretű 
pszeudofollikulusok láthatóak, melyek egy 20x látótérnél nagyobbak, vagy egymással 
összefolynak [1]. 
 A nemzetközi CLL munkacsoport (International CLL-IPI working group; CLL-
IPI: international prognostic index for patients with chronic lymphocytic leukemia) a 
betegség genetikai, biológiai és klinikai tulajdonságait együttesen figyelembe véve a 
CLL osztályozásánál olyan, egymástól számos tulajdonságban eltérő rizikócsoportokat 
hozott létre, melynek segítségével a betegek könnyebben választhatók be klinikai 
vizsgálatokba [24]. A munkacsoport 8 különböző, fázis III. klinikai vizsgálatba 
beválasztott kezeletlen betegeket vizsgált. 5 könnyen vizsgálható paraméter –TP53 
deléció/mutáció, IgHV mutációs státusz, β2 mikroglobulin koncentráció, klinikai 
stádium és életkor a diagnóziskor- adatait összevetve 4 szignifikánsan különböző 
prognózisú –alacsony, közepes, magas és igen magas kockázatú- csoportba sorolja a 
betegeket.  
 
I.1.8. A CLL progressziója 
 
 A CLL a betegek mintegy 5-30%-ában agresszívebb formába transzformálódik. 
A transzformáció leggyakrabban a nyirokcsomókban, ritkán a csontvelőben alakul ki. A 
transzformáció következtében a betegek várható élettartama jelentősen lecsökken [10].  
A betegség időbeni előrehaladtával egyre több nagyméretű, aktívan proliferáló 
tumorsejt detektálható. A nyirokcsomókban és a csontvelőben ezekből a nagy sejtekből 
felépülő, egymással összefolyó ún. pszeudofollikulusok jelennek meg. Ezzel egyidőben 
a perifériás vérben növekő számban vannak jelen prolymphocyták. A B-sejtes 
prolymphocytás lymphomába (B-PLL) történő transzformáció azonban szerencsére igen 
ritka. 
 A leggyakoribb transzformációs forma, mely a betegek mintegy 2-8%-ában 
alakul ki, az ún. Richter transzformáció (Richter szindróma, RT), melynek során a CLL 
diffúz nagy B-sejtes lymphomába (DLBCL) transzformálódik (5. ábra) [1]. A 
transzformáció során a betegek nyirokcsomói hirtelen jelentős mértékben 
megnagyobbodnak, emellett általában súlyvesztés is bekövetkezik. A RT extranodálisan 
is megjelenhet [25]. A transzformált DLBCL-es betegek átlagos túlélése 1 évnél 




 Kevesebb mint 1%-ban a transzformáció során klasszikus Hodgkin lymphoma 
(HL) alakul ki. Ezen betegek többségében korábban az IgHV gén mutációja kimutatásra 
került. CLL-es betegek Epstein-Barr vírus (EBV) pozítiv Hodgkin lymphoájaa esetén az 
EBV-pozítiv Sternberg-Reed (SR) sejtek általában függetlenek a CLL-es klóntól. 
Ugyanakkor néhány CLL-es betegben elszórtan igazolhatóak SR-sejtek, melyek egy 
része EBV-pozitív. Ezeket az eseteket a diagnosztika során HL-val nem szabad 
összetéveszteni. Érdemes megjegyezni azt is, hogy fludarabin terápia után EBV-
asszociált lymphoproliferatív betegség kialakulhat, és a betegségcsoportba az EBV-
pozitív HL is beletartozik [1, 10, 26]. Kis százalékban akut lymphoblastos leukémiába  
történő transzformáció is előfordul, mely kifejezetten aggresszív lefolyással jár [10]. 
 
I.1.9. A CLL kezelése 
 
 A betegek döntő többségében a diagnózis felállításának időpontjában nincs 
szükség kezelésre. A CLL lefolyása igen változatos, a betegek nagy részénél kezelést 
5. ábra. Richter transzformáció (HE, 100x). A CLL-es lymphocyták és 
a diffúz nagy B-sejtes lymphoma sejtjeinek keveredése látható 




igénylő aktív szakok váltakoznak kezelést nem igénylő inaktív szakaszokkal. Néhány 
betegnél soha nem jelentkezik aktív szak.  A daganatellenes terápia mellett a fertőzések, 
anémia és thrombocytopenia miatt a betegek többsége szupportív kezelést is igényel [8]. 
A betegek kezelésében a Hallek-féle 2008-as iwCLL (International Workshop of 
Chronic Lymphocytic Leukemia) kritériumok a meghatározóak [2]. 
 Általánosságban elmondható, hogy az újonnan diagnosztizált, tünetmentes, RAI 
0/BINET A stádiumú betegek mindaddig, amíg progresszió nem figyelhető meg, csupán 
szoros követést igényelnek. Számos tanulmány igazolta, hogy a fent említett 
betegségcsoportban az alkiláló szerek alkalmazása a túlélést nem javította. Kezdeti, 
tünetmentes stádiumban alkalmazott chloarambucil kezelés nem befolyásolta sem a 
betegségmentes túlélést, sem az össztúlélést. Ugyanilyen stádiumú betegekben 
intermittáló kombinált chlorambucil-prednisolon terápia mellett lassabb volt a 
progresszió, de az össztúlélés nem változott a kezeletlen csoporthoz képest.  [27-29]. 
 A módosított RAI stádium szerint közepes- és magas rizikójú, BINET B vagy C 
stádiumú betegek általában kezelést igényelnek. RAI közepes rizkójú, BINET B 
stádiumú betegek egy részénél a szoros követés elegendő lehet, mindaddig, amíg nincs 
progresszió, ill. a beteg tünetmentes. 
 Aktív betegségről beszélünk, ha a következő kritériumok közül legalább egy 
teljesül: 
 progrediáló csontvelő elégtelenség, anémia és/vagy thrombocitopénia, vagy a 
meglévő vérkép-eltérések romlása 
 jelentős (a bordaívet legalább 6 cm-rel meghaladó) vagy progrediáló vagy 
tüneteket okozó lépmegnagyobbodás 
 jelentős (hosszirányban legalább 10 cm átmérőjű) vagy progrediáló vagy 
tüneteket okozó nyirokcsomó-megnagyobbodás 
 progrediáló lymphocytózis infekció nélkül (abszolút lymphocyta szám 2 hónap 
alatt >50%-os növekedése vagy a lymphocyta megkettőződési idő  (LDT, 
lymphocyte doubling time) < 6 hónap) 
 autoimmun hemolitikus anémia és/vagy thrombocytopenia, mely 
kortikoszteriodra vagy más standard terápiára nem reagál  
 B-tünetek jelenléte: 6 hónap alatt >10%-os súlyvesztés, fáradtság, hosszan tartó 





Hypogammaglobulinémia vagy paraproteinemia önmagában nem jelent terápiás 
indikációt. Az abszolút lymphocyta szám önmagában szintén nem jelent terápiás 
indikációt, mivel a keringő CLL-es sejtek igen kis méretűek, ezért hiperviszkozitási 
szindróma nem jelentkezik. A kedvezőtlen citogenetikai eltérés (del17p) önmagában, 
tünetek nélkül szintén nem jelent terápiás indikációt [2].  
 A kezelést igénylő betegek monoterápiát vagy kombinált kemoterápiát/ kemo-
immuno terápáit vagy más kombinált kezelést kapnak. Monoterápiában különböző 
hatásmechanizmusú szerek állnak rendelkezésre, mint pl. citosztatikumok (alkiláló 
szerek, purin analógok, Bendamustine), monoklonális antitestek (anti-CD20 terápia –
Rituximab, Ofatumumab, Obinutuzumab vagy anti-CD52 antitest – Alemtuzumab), B-
sejt receptor (BCR) szignálúton ható szerek (Idelalisib, Ibrutinib, Acalabrutinib), BCL-2 
(B-cell lymphoma 2) gátlók (Venetoclax), immunmodulálok (Lenalidomide). A 
kombinált kemoterápia legtöbbször fludarabin + ciklofoszfamid [2]. A standard immun-
kemoterápiás kezelésre a betegek sokszor az előrehaladott életkor és a kísérőbetegségek 
miatt nem alkalmasak. Ezenfelül a 17p deléciót hordozó betegek a standard terápiákra 
sokszor rezisztensek. Az elmúlt években a CLL kezelésére számos új terápiás szert 
vezettek be. Közülük kiemelendő a Bruton tirozinkináz (BTK) gátló Ibrutinib, a 
foszfatidilinozitol -3- kináz gátló Idelalisib és az anti-apoptotikus Venetoclax [2, 3]. 
A 2017. évi ajánlás szerinti terápiás algoritmust a 2. táblázatban foglaltuk össze [2]. 
 















vagy RAI 3-4 
Go go 
Nem FCR (>65 év BR?) 
Igen Ibrutinib, Idelalisib+Rituximab (Allogén őssejt Tx) 
Slow go 
Nem 
Chlorambucil + Obinutuzumab vagy + Rituximab vagy 
+ Ofatumumab vagy Ibrutinib 
Igen 















Terápiaváltás a következők valamelyikére: Ibrutinib, Idelalisib + 
R, FA, FCR (BR után), Venetoclax, A-Dex, Lenalidomid (+R), 
BR (FCR után), konszolidációs kezelés vagy allogén Tx felmerül 
Slow go 
Terápiaváltás a következők valamelyikére: Ibrutinib, Idelalisib + 
R, Venetoclax, A, FCR-lite, BR, Lenalidomid (+R), Ofatumumub, 
HD R 
Progresszio 
>3 év után 
Irreleváns Elsővonlbeli terápia ismétlése 
A, Alemtuzumab; B, Bendamustine; C, ciklofoszfamid; Dex, Dexamethason; F, Fludarabin; HD, nagy 
dózisú; mut, mutáció; O, ofatumumab; R, Rituximab; Tx, transzplantáció 
    
I.1.10. A CLL eredete 
 
 A CLL eredetét még nem sikerült pontosan feltárni, ugyanakkor számos teória 
ismert a CLL keletkezésével kapcsolatban. CLL-ben a tumorsejtek CD19, CD5 és 
CD23 mellett IgM és IgD felszíni antigéneket expresszálnak. Az immunglobulin nehéz 
lánc génben az esetek 50-60%-ában mutáció van jelen (M), míg az esetek egy részében 
a génben mutáció nem mutatható ki (NM). Ennek alapján a CLL-t korábban 2 csoportra 
osztották: M-CLL és NM-CLL. Az M-CLL-ben a sejtek a teória szerint a centrum 
germinatívumba bejutott B-sejtekből származnak és ezen sejtekben az IgHV gén a 
normális szomatikus hipermutációs folyamaton átesett [31, 32]; míg az NM-CLL sejtjei 
a naív B-sejtekből származnak [33]. 
 Ugyanakkor az IgHV gén mutációja nem véletlenszerűen alakul ki a CLL 
sejtekben; illetve a CLL sejtjeiben jelen lévő mutáció különbözik a normál B-sejtekben 
jelen lévő mutációktól [32, 34, 35]. Microarray vizsgálatok alapján az NM- és M-CLL 
sejtjeinek génexpressziós profilja csak néhány génben tér el egymástól, ugyanakkor az 
NM- és M-CLL sejtjei a normál B-sejtektől génexpresszió alapján olyan nagy 
mértékben térnek el, hogy feltételezés szerint egy sejttípusból származik mind az M-, 
mind az NM-CLL és egyéb, nem génszintű promotáló faktor magyarázza az M és NM 
esetek különbözőségét [36]. 
 Más elképzelés szerint a CLL sejtek előalakjai a marginális zóna B-sejtjeiből is 




funkcionális szempontból, ill. fenotípus tulajdonságai alapján is hasonlítanak a CLL 
sejtjeihez [37]. A marginális zóna (MZ) B-sejtjei valóban hasonlítanak a CLL sejtjeire a 
tekintetben, hogy az MZ B-sejtek is IgM és IgD felszíni antigéneket expresszálnak, de 
ezen sejtek CD5-t és CD23-t a CLL sejtekkel ellentétben nem expresszálnak. Ez az 
eltérés magyarázhatja azt a feltételezést, miszerint a CD5 és CD23 expresszió a 
betegség aktiválódása során jelenik meg [38, 39]. 
 M- és NM-CLL-es betegek vérmintáinak citrometriai vizsgálata során nyert 
sejtjein végzett mély szekvenálás során ismert onkogének, mint például az SF3B1 és 
NOTCH1 gének mutációját igazolták. Ezek a mutációk a CD34+ myeloid progenitor 
sejtekben és a CLL-es tumorsejtekben is kimutathatóak voltak, mely alapján 
feltételezhető, hogy a driver  mutciók a CLL keletkezésének igen korai stádiumában 
kialalulnak [40]. Morabito és mtsai. eredményei alapján felmerül a CLL hemopoetikus 
őssejt (HSC) eredete is, ugyanis vizsgálataik szerint CLL-ben a tumorsejtek azon 
képessége, hogy klonális B-sejteket tudnak létrehozni valószínűleg az őssejtekben 
alakul ki [12]. Ez felveti a lehetőségét annak, hogy CLL-ben az első, leukemogén 
történés a multipotens hemopoetikus őssejtekben megy végbe [4]. A naiv B-sejtek –
melyek egy része mutációkat hordoz- belépnek a nyirokcsomóba, ahol újabb mutációk a 
BCR szignálút aktivációjához vezetnek, mely  feltehetően definitív klonális 
transzformációhoz vezet és a CD5+ B-sejtek elszaporodnak. A hemopoetikus őssejt 
eredet mellett érdemes megemlíteni ugyanakkor, hogy az M- és NM-CLL sejtjeiben a 
NOTCH1 szignálút aktivitása, a mRNS splicing folyamata, a DNS károsodásra adott 
sejtválasz, valamint a gyulladásos válaszreakció igen eltérőek [40]. 
 
I.1.11. A pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL jellemzői, prognosztikai 
jelentősége 
 
 A nyirokcsomót érintő CLL/SLL szövettani morfológiája alapján diffúz és 
pszeudofollikuláris mintázatot (6. ábra) mutató formákat különböztetünk meg. A 
pszeudofollikulusok szövettani metszeten a valódi follikulusokkal ellentétben 
szabálytalan alakú, változó méretű, átnézeti képen világos területek, melyekben 
nagyobb nagyítással prolymphocyták és paraimmunoblastok azonosíthatóak.  A PF 
sejtjei CD10 és Bcl-6 negatívak, Bcl-2 pozitívak, a típusos CLL sejtek között 




 Évtizedek óta számos tanulmány vizsgálta és vizsgálja a pszeudofollikulusok 
jelenlétének prognosztikai szerepét. Morrison 1989-es SLL esetekkel végzett 
tanulmányában nem talált összefüggést a pszeudofollikulusok jelenléte és a túlélés 
között [44]. Garcia és munkatársai is hasonló eredményre jutottak. Pszeudofollikuláris 
mintázatot mutató CLL-es nyirokcsomó mintákon végeztek ZAP-70 
immunhisztokémiai vizsgálatot, valamint ezen esetekben FISH vizsgálattal nézték a 
kromoszóma eltérések jelenlétét, illetve vizsgálták az IgHV gén mutációs státuszát is. A 
ZAP-70 pozitivitás egyértelmű összefüggést mutatott a kedvezőtlen kromoszóma 
eltérések jelenlétével, valamint magasabb expressziója volt azokban az esetekben, 
amelyekben az IgHV génben mutáció nem volt kimutatható. A pszeudofollikuláris 
mintázat eseteikben nem mutatott összefüggést a már ismert prognosztikai markerekkel 
[45]. Más tanulmányok is alátámasztották, hogy a pszeudofollikulusok mérete és a 
paraimmunoblastok száma nem mutat összefüggést a klinikai lefolyással [46, 47], 
azonban később utánkövetéses vizsgálatokban ezzel ellentétes megfigyelések születtek, 
miszerint  a betegség előrehaladtával a PF-ok száma és mérete növekszik [48]. Giné és 
munkatársainak vizsgálatai alapján azokban a CLL-es betegekben, akiknek a 
nyirokcsomóiban kiterjedt PF-ok voltak igazolhatóak, a betegség agresszívabb 
lefolyású, az össztúlélés pedig rövidebb volt [49]. Gibson és munkatársai a 
vizsgálataikban kimutatták, hogy a PF-ok sejtjeinek c-Myc fehérje expressziója a 
környező interfollikuláris terekben (IF) lévő kisméretű CLL-sejtek expressziójához 
viszonyítva magasabb [50]. A ciklin D2 fehérje overexpresszióját a PF-okban szintén 
kimutatták. Igawa ás mtsai a fokozott ciklin D2 expresszió okának felderítése céljából 
további immunhisztokémiai vizsgálatokat végeztek NFκB, p15, p16, p18 és p27 
antitestekkel. Hat esetből ötben volt fokozott az NFκB expresszió, melyről ismert, hogy 
direkt indukálja a ciklin D2-t a CCND2 gén promoter régiójához kötődve. A p27 
expressziója alacsony, a p15-é fokozott volt. Eredményeik alapján feltételezhető, hogy 
nem csupán az NFκB serkenti a ciklin D2 termelést, hanem indirekt módon, a p27 
downregulációja révén a c-myc is részt vesz e folyamatban [51]. Immunhisztokémiai 
vizsgálatok során a pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL esetek egy részében 
ciklin D1 expressziót is megfigyelték a PF-okban, azonban a PF-os mintázatot nem 
mutató esetek között is előfordultak olyanok, amelyekben ciklinD1 expresszió 
kimutatható volt. CCND1 transzlokációt egyik esetben sem igazoltak [52]. A felsoroltak 
mellett az apoptózist gátló survivin fehérje expressziója szintén magasabb a 




pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL esetek gyakrabban transzformálódnak 
agresszívabb formába [43]. A 2008-as WHO 2016-os revíziója is kiemeli, hogy a nagy, 
egybefüggő és/vagy kifejezetten proliferáló pszeudofollikularis mintázatot mutató CLL 
prognózisa rosszabb [1, 4]. 
 Munkacsoportunk korábbi tanulmányaiban igazolta, hogy a pszeudofollikuláris 
mintázatot mutató CLL-es betegek nyirokcsomóiban a rosszabb prognózissal járó 
citogenetikai eltérések a pszeudofollikulusok sejtjeiben nagyobb gyakorisággal 
fordulnak elő [53]. 
 
A pszeudofollikuláris mintázat CLL-ben a csontvelő infiltrátumban is megjelenhet. A 
legújabb vizsgálatok alapján a csontvelői pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL 
rosszabb prognózisú a diffúz csontvelői infiltrációt mutató CLL esetekhez képest. A 
vizsgálat szerint a betegek fiatalabbak (a tanulmányban 53 év volt az átlagéletkor), 
gyakrabban vannak B-tüneteik és a TP53 gén deléciója és/vagy mutációja is gyakoribb 
ezekben az esetekben (45,4%). Ugyanakkor a ZAP-70 és CD38 expresszió, illetve az 
IgHV gén mutációs státuszában szignifikáns különbség nem volt kimutatható. Az első 
diagnózistól a kezelés szükségességéig eltelt idő rövidebbnek bizonyult, Richter 
transzformáció gyakrabban fordult elő és az össztúlélés is rövidebb volt [54].   
6. ábra Pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL-es beteg 
nyirokcsomójának szövettani metszete (HE, 50x) A világos területek a 
pszeudofollikulusok (PF), míg a köztük látható sötétebb területek az 











I.2. A mikroRNS-ek 
I.2.1. A mikroRNS-ek és funkciójuk 
 
 A mikroRNS-ek olyan rövid, nem kódoló, körülbelül 22-24 nukleotid 
hosszúságú RNS molekulák, melyek a poszttranszkripciós szabályozás fontos szereplői. 
A mikroRNS-ek mind a növény-, mind az állatvilágban széleskörben megtalálhatók és a 
különböző azonosított mikroRNS-ek száma még mindig bővül. A humán genom több, 
mint 2000 miRNS-t tartalmaz [55]. Az első mikroRNS-t lin-4 néven 1993-ban 
Caenorhabditis elegans-ban írták le [56]. A kétezres évek elején már a mikroRNS-ek 
szerepét [57, 58] is ismerték. A génexpresszió szabályozásában betöltött döntően 
negatív szabályozó szerepe mellett felismerték, hogy egyes esetekben pozitív 
szabályozó szerepet töltenek be [59, 60]. Az egyes miRNS-ek akár száz különböző gén 
szabályozásában vehetnek részt, és a gének közel 30%-a legalább egy miRNS 
szabályozása alatt áll [61]. 
A mikroRNS-ek az evolúció során konzervatívan megőrzött módon fontos szerepet 
játszanak az egyedfejlődésben [62]. Szabályozó szerepük van a szívizomsejtek [63], a 
thymus [64], a központi idegrendszer [65], az orafacialis régió [66] szabályos 
kifejlődésében. Különféle biológiai folyamatokban vesznek részt, így például az 
immunfunkciókban, a proliferációban, a sejtciklus szabályozásában, különböző 
metabolikus folyamatokban, az öregedésben és az apoptózisban. Számos egyéb 
funkciójuk mellett, a miRNS-ek részt vesznek a heamatopoesis szabályozásában is [67-
81]. A különböző sejttípusokban és szövetekben különböző miRNS-ek eltérő mértékben 
expresszálódnak [82].   
 
I.2.2. A mikroRNS-ek bioszintézise és hatásmechanizmusa 
 
 A legtöbb miRNS transzkripcióját az RNS polimeráz-II végzi, ennek során egy 
hosszú primer transzkriptum, az ún. pri-miRNS keletkezik. A Drosha és DCCR8 
(DiGeorge Syndrome Critical Region 8) proteineket tartalmazó ún. nukleáris 
mikroprocesszor komplex hasítását követően létrejön a hajtű szerkezetű pre-miRNS.  A 
pre-miRNS mintegy 70 nukleotid hosszúságú [83].  Ezután a pre-miRNS az exportin-5 




human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein) 
komplex lehasítja a hajtű- kanyart és kialakul a kettős láncú, 22-24 nukleotidból álló 
érett miRNS [61, 85]. Ezután a komplementer lánc lebomlik, míg a vezetőszál 
kapcsolódik a mikroRNS ribonukleinprotein komplexhez (angolul RNA induced 
silencing complex- RISC), ahol a miRNS és target mRNS egymással kapcsolódnak (6. 
ábra). A miRNS géncsendesítő szerepét vagy az mRNS degradációjával- 
destabilizálásával, vagy a transzláció gátlásával fejti ki [86, 87].  
 A mikroRNS-ek a target messenger-RNS (mRNS) komplementer 3’ UTR 
(untranslated region) részéhez kötődve fejtik ki negatív szabályozó funkciójukat. Teljes 
komplementaritás esetén mRNS hasítás, közel teljes komplementaritás esetén 
transzláció gátlást eredményez kötődésük [88]. A mikorRNS-ek bioszintézisét és 
hatásmechanizmusát a 7. ábrán foglaltuk össze [89]. Eddigi ismereteink szerint humán 
gének legalább 10-30%-a mikroRNS szabályozás alatt áll [88]. 
7. ábra. A mikroRNS-ek bioszintézise és hatásmechanizmusa. Az RNS-polimeráz 
segítségével először pri-miRNS keletkezik, majd abból a Drosha létrehozza a pre-
miRNS-t, mely az Exportin segítségével kijut a citoplazmába, ahol a Dicer kialakítja az 
érett egyszálú miRNS-t, mely a RISC-kel kapcsoltan kötődik a cél-mRNS 3’UTR 




I.2.3. A miRNS-ek szerepe a daganatok kialakulásában 
 
 Számos tanulmány igazolta, hogy a mikroRNS-ek expressziójának változásai 
fontos szerepet játszanak a daganatok kialakulásában. A mikroRNS gének sokszor 
onkogének és tumorszuppresszor gének közelében lokalizálódnak. Régóta ismert, hogy 
számos mikroRNS eltérően expresszálódik normál, illetve daganatos szövetben. A 
mikroRNS-eket oncomiR és tumorszuppresszor-miR családokba is sorolhatjuk. Az 
oncomiR-ek onkogén szerepet töltenek be és overexpressziójuk révén a daganatok 
kialakulását és terjedését segítik. A tumorszuppresszor-miR-ek sokszor mutáció, 
promoter metiláció vagy kromoszóma transzlokáció révén gátlás alatt állnak a 
daganatokban, így kiesik a tumor növekedést gátló hatásuk [90-93]. Egyes mikroRNS-
ek mind onko-, mind tumorszuppresszor-miR szerepet betölthetnek [94].  
 Újabb vizsgálatok eredményei alapján a mikroRNS-ek egy részét a gyulladásos 
folyamatokban felismert szerepük révén úgynevezett inflamma-miR-eknek is 
nevezhetjük. A veleszületett immunitás sejtjei a daganatsejtek mikrokörnyezetében 
nagy számban vannak jelen. A sejtproliferációt serkentő és gátló szignáljaik révén a 
daganatok kialakulásában és progressziójában, illetve a daganatsejtek proliferációjának 
kontrollálásában is szerepet játszanak. A döntés, hogy proliferáció vagy gátlás irányába 
haladjanak a folyamatok, részben gén expresszió változások által szabályozott, részben 
poszt-transzkripciós szabályozás alatt áll. A tumorok mikrokörnyezetében megtalálható 
specifikus tumor-asszociált immunsejtek jelenléte, illetve aktivációja mikroRNS-ek 
által is szabályozott folyamat. Daganatos betegségekben a mikroRNS-ek eltérő 
expressziójának egyrészt genetikai, másrészt epigenetikai okai vannak. A mikroRNS 
gének deletálódhatnak, amplifikálódhatnak, promoter metiláció vagy acetiláció mellett 
aberráns transzkripció vagy defektus a mikroRNS biogenezise során egyaránt 
előfordulhat. Egyes gének esetében a mikroRNS target 3’UTR régió szekvenciájának 
megváltozása is ismert. [95]. A HMG2A lokusz 3’UTR régiójának átrendeződése 
kapcsán például a let-7 mikroRNS szabályozó funkciója kiesik, ami folyamatos 
sejtproliferációhoz vezet [96, 97]. Nem kissejtes tüdőrákban a KRAS onkogén 3’UTR 
régiójának egypontos nukleotid polimorfizmusa is ismert, mely a let-7a mikroRNS 
szabályozó funkciójának kiesése révén folyamatos KRAS expresszióhoz vezet [98]. 
 A makrofágok antigén prezentáló szerepük mellett fagocita funkcióval is 
rendelkeznek, illetve gyulladásos folyamatot tudnak indukálni. A makrofágok heterogén 




alternatív úton aktivált makrofágokat különböztetünk meg. A két csoport sajátos gén 
expressziós profillal és funkcionális fenotípussal rendelkezik. A miR-155, -181, -451 
fokozottan expresszálódik az M1 makrofágokban, az M2 makrofágokra a miR-125a-5p, 
-146a, -145-5p és -143-3p fokozott expressziója jellemző [95]. A miR-155 volt az első 
mikroRNS, melyről kiderült, hogy mind a természetes, mind a veleszületett 
immunitásban szerepe van [99]. A miR-155 az IL-13 receptor α1 expresszió 
szabályozásán keresztül gátolja a STAT6 aktivációt [100]. A felsoroltak mellett egyre 
több mikroRNS-rőlbizonyosodik be, hogy szerepet játszanak gyulladásos 
folyamatokban, a dagantok progressziójában vagy éppen a daganatos proliferáció 
gátlásában. A daganatok progressziójában fontos lépés, hogy a daganatos szövetet ún. 
pro-tumor makrofágok infiltrálják. A miR-155 ebben a folyamatban is szabályozó 
szerepet tölt be [101]. 
 
I.2.4. A miRNS-ek szerepe a daganatok elleni terápiában 
 
 A mikroRNS-ek hatásmechanizmusa már alkalmazott és potenciális mikroRNS 
elleni terápia alapját képezi. Daganatos betegségekben az oncomiR-ek expressziójának 
gátlása, illetve a tumor szuppresszor miR-ek expressziójának serkentése eredményes 
lehet.  
 A mikroRNS-ek célgénhez való kötődésének gátlására számos szer létezik, ilyen 
pl. a mikroRNS szivacs (miRNA sponge), az antiszenz antagomerek és a kis molekula 
gátlók. A szintetikus mikroRNS szivacsok általában mikroRNS kötőhellyel rendelkező 
plazmid vagy vírus vektorok, melyek a sejtekben amplifikálódva fejtik ki hatásukat  
[102]. Az anti-miRNA oligonukleotidok (AMO) teljes komplementaritást mutatnak a 
target mikroRNS-sel és a kapcsolódás révén egyrészt a miR cél mRNS-hez való 
kötődését gátolják, másrészt serkentik a miR lebontását [103].  A specifikus miR-t gátló 
kis molekula inhibitorok (SMIR, small molecular inhibitor of specific miRNA) a target 
mikroRNS-t három különböző szinten tudják gátolni. Lehetőséget nyújt a pri-miRNS 
transzkripció gátlására, a pre-miRNS DICER segítségével történő érett mikroRNS-é 
alakulását tudja gátolni, illetve gátolhatja a RISC kötődését a target mRNS-hez [104]. 
Preklinikai, fázis I és fázis II vizsgálatokban mikroRNS-ek gátlásán alapuló terápiás 
szerek közül elérhetőek már miR-122, -155, -10b és -221 elleni szerek, illetve miR-t 




 A mikroRNS-ek gátlása mellett a daganatokban csökkent expressziót mutató 
tumor szuppresszor miR-ek serkentése vagy helyettesítése szintén fontos terápiás 
lehetőség. A mikroRNS-t „utánzó” szerek (miRNA mimics) közül a miR-34 mimic 
ígéretes szer szolid tumorokban és lymphomákban egyaránt [105]. 
 
I.2.5. A mikroRNS-ek szerepe a CLL kialakulásában és progressziójában 
 
 Ismert, hogy a szolid tumorok mellett malignus hematológiai betegségekben, így 
a különböző lymphomákban is kórosan expresszálódnak bizonyos miRNS-ek [88]. 
Calin és munkatársai 2002-ben írták le először a mikroRNS-ek jelentőségét 
lymphomákban. Azóta számos tanulmány készült, melyek feltételezik a mikroRNS-ek 
diagnosztikus, prognosztikus és prediktív marker szerepét számos lymphoid daganatos 
betegségben. A CLL kialakulásával és progressziójával kapcsolatban több, mint húsz 
különböző mikroRNS szerepét leírták. Tanulmányok alapján a CLL kialakulásában 
szerepet játszhat a miR15a/16, miR-222 és miR-181, míg a progresszióban a  miR-223, 
-150, -29b/c,-150, -155-15a/16 szerepét feltételezik [90, 106-110]. Calin vizsgálataiban 
azt tapasztalta, hogy a miR-15 és miR-16 mikroRNS-ek expressziója CLL-ben 
jelentősen csökkent és ennek hátterében az esetek mintegy 65%-ában a 13q deléció 
miatt kialakuló heterozigótaság elvesztése áll (LOH, loss of heterozygosity) [90]. CLL-
es sejtvonalon végzett vizsgálatokon a miR-221/222 expressziós szintje jelentősen 
magas volt, ami összefüggésben állt a p27 anti-apoptotikus fehérje alacsony 
expressziójával [106]. Marton és munkatársai CLL-es betegeken végzett 
vizsgálataikban a miR-155 megemelkedett expressziója mellett a miR-181a, let-7a és 
miR-30d jelentősen csökkent expresszióját figyelték meg [109]. A miR-155 magasabb 
expressziója különböző magas malignitású hematológiai betegségekben már ismert 
[111]. Feltételezhető, hogy a miR-155 proto-onkogén szerepet tölt be és a target gének 
(pl. SOCS1 és SHIP-1) expressziójának szabályozásával elsősorban a fokozott 
sejtproliferáció és sejttúlélés irányába hat [112, 113]. A miR-155 a B-sejt receptoron 
keresztül (BCR) is serkenti a sejtproliferációt nem csak a B-sejtek aktiválása során, 
hanem a B-sejtes lymphomák egy részében is [114] [115]. CLL-es nyirokcsomó 
mintákon végzett tanulmányban in situ hibridizációval kimutatták, hogy a BIC/pri-miR-
155 (a miR-155 előalakja) a PF-ok sejtjeiben fokozottan expresszálódik, ezért 




situ hibridizációs módszerrel Wang és mtsai. 8 pszeudofollikuláris mintázatot mutató 
CLL-es beteg nyirokcsomójából származó mintáján igazolták, hogy a magasabb miR-
155 és alacsonyabb miR-150 expressziót mutató tumorsejtek a PF-okban lokalizálódnak 
[110].  A miR-150 tumorszuppresszor funkciója ismert és csökkent expresszióját 
kimutatták már a legtöbb humán leukémiában, többek között a krónikus és az akut 
myeloid leukémiában is [116]. Feltételezések szerint az alacsonyabb miR-150 
expresszió a BCR szignálút csökkent gátlásához vezet, melynek fokozott 
sejtproliferáció a következménye. A miR-150 egy másik célfehérjéje a FOXP1, 
melynek – részben a miR-150 csökkent expresszióján keresztül megvalósuló – fokozott 
expresszióját leírták CLL-ben és a fokozott expressziót rosszabb prognózissal hozzák 
összefüggésbe [117]. Calin egy másik vizsgálatában azt találta, hogy a rosszabb 
prognózisú, NM és magas ZAP-70 expresszióval rendelkező CLL-es betegekben a miR-
15a, -195, -221, -23b, -155, -24-1, -146, -16-1 és -16-2 expressziója magas, míg a miR-
223, -29a-2, -29b-2 és -29c expressziója alacsony [91]. A miR-29c alacsonyabb 
expressziója egyes vizsgálatokban rosszabb prognózissal társul [118]. Papakonstantinou 
szignifikánsan alacsonyabb miR-150, -29b, -29c és -101 expressziót talált a mutáltalan 
IgHV génnel rendelkező CLL-es esetekben a mutált IgHV génnel rendelkező esetekhez 
képest [119]. A miR-17-92a cluster család tagjainak magasabb expressziója gyakran 
megfigyelhető lymphomákban [120]. Kísérlet igazolja, hogy B-sejt specifikus miR-17-
92a transzgén egerekben c-Myc mediált lymphoma fejlődik ki [121]; Gibson és mtsai. 
pedig leírták, hogy a CLL/SLL PF-aiban a c-Myc fehérje expressziója magasabb [50]. A 
miR-92a megváltozott expressziója CLL-ben szintén ismert [115, 118]. A mir-26a 
megváltozott expressziója szintén ismert CLL-ben. CLL-ben egyik célfehérjéje a PTEN 
[122]. Myc-mediált lymphomában a miR-26a EZH2-t szabályozó szerepe is ismert 
[123]. Kopparapu és mtsai. CLL-es betegek vérmintáin végzett vizsgálataiban szintén 
összefüggést találtak a miR-26a alacsonyabb expressziója és az EZH2 megnövekedett 
expressziója között [124]. 
 Az irodalmi adatok alapján a CLL kialakulásával és progressziójával 









3. Táblázat. A CLL és egyéb lymphomák kialakulásával és progressziójával 
összefüggésbe hozható főbb mikroRNS-ek és célfehérjéik 
mikroRNS Lokalizáció Lymphoma/leukaemia altípus 
Bizonyított és feltételezett 
célfehérjék 
hsa-miR-155 21q21.3 CLL, DLBCL, MCL, SMZL, NK/T, 
PMBCL, cHL, ALCL-ALK(-), MALT, 
PCMZL, BL 
GCSAM, RTKN2, SMAD5, 
PIK3R1, INPP5D, DKC1, 
AKT2, AID, SHIP1, 
TP53INP1, SOCS1, AID, 
PU.1 
hsa-miR-150 19q13.33 CLL, MCL, NK/T, cHL, PCMZL TRAF6, DKC1, AKT2, 
GAB1, FOXP1 
hsa-miR-181a 1q32.1 CLL, DLBCL, ATL C-MYC, BCL-2, TP53INP1 
hsa-miR-21 17q23.1 CLL, SMZL, NK/T, cHL, DLBCL PDCD4, PTEN, ANP32A, 
SMARCA4 
hsa-miR-15a 13q14.2 CLL, ALCL, MCL, CTCL BCL-2, MCL1, CDK-6, TP53, 
HIF1A, BLIMP1 
hsa-miR-16 13q14.2 CLL, ALCL, FL, cHL, CTCL, MCL BCL-2, MCL1, CDK-6, TP53, 
HIF1A, BMI1 
hsa-miR-29c 1q32.2 CLL, NMZL, FL TCL1, MCL1, CDK-2, MCL-
6, CDK-6, IGF-1R, STAT3 
hsa-miR-34a 1p36.22 CLL, DLBCL BCL-2, CyclinD1, CyclinE2, 
CDK4, c-MYC, Sirt 1, 
FOXP1, MET 
hsa-miR-221 Xp11.3 CLL, BL, NMZL, DLBCL(ABC) p27, LMO2, KIT, PTEN 
hsa-miR-222 Xp11.3 CLL, BL, DLBCL, DLBCL(ABC) p27, LMO2, KIT, PTEN 
hsa-miR-223 Xq12 CLL, NMZL, CTCL, MALT LMO2 
hsa-miR-101-1 1p31.3 CLL, FL, ALCL EZH2, FOXP1 
hsa-miR-93-5p 7q22.1 CLL TP53,  
INP1 
hsa-miR-650 22q11.22 CLL CDK1, ING4, EBF3 
hsa-miR-92a-1 13q31.3 CLL, AML, ALL MCL1, DOCK5, FBXW7, 
BCL2L11, LMO2, NOTCH1, 
PTEN 
hsa-miR-142-3p 17q22 CLL, NK/T, EBV+ ATL IL1A 
hsa-miR-142-5p 17q22 CLL, BL, MALT IL1A, TP53INP1 
hsa-miR-15b 3q25.33 CLL, APL E2F1 
hsa-miR-331 12q22 CLL, ALL, AML E2F-1, SOCS1 
hsa-miR-26a 3p22.2 CLL EZH2, PTEN 
ABC, aktivált B-sejtes; ALCL, anaplasiás nagysejtes lymphoma; ALL, akut lymphoid leukaemia; AML, akut 
myeloid leukemia; APL, akut prolymphocytás leukemia; ATL, felnőttkori T-sejtes leukemia; BL, Burkitt 
lymphoma; cHL, klasszikus Hodgkin lymphoma; CLL, krónikus lymphocytás leukemia; CTCL, kután T-sejtes 
lymphoma; DLBCL, diffúz nagy B-sejtes lymphoma; FL, follikuláris lymphoma; MALT, MALT lymphoma; MCL, 
köpenysejtes lymphoma; NK/T, NK/T sejtes lymphoma; NMZL/PCMZL, nodális/primer kután marginális zóna B-




I.3. Enhancer of zeste 2 
 
 Az Enhancer of zeste 2 (EZH2) gén a 7-es kromoszóma hosszú karjának 35-ös 
régiójában (7q35) helyezkedik el. 20 exont tartalmaz, amelyek összesen 746 aminosavat 
kódolnak [132]. Az EZH2 fehérje jelenlegi ismereteink szerint öt fő funkcionális 
alegységből áll: az EID (early mouse embryogenesis) domain az EED (embryonic 
ectoderm development) protein megkötésében játszik központi szerepet; a következő 
két alegység a PRC2 (polycomb repressive complex 2) alkotójával, a SUZ12-vel 
(suppressor of zeste 12 homolog) való kapcsolódást biztosítja; a ciszteinben gazdag 
CXC-régió és a SET-domain (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax) pedig 
együttesen felelősek a metiltranszferáz aktivitásért [133].  
 
I.3.1. Az EZH2 szerepe a biológiai folyamatokban 
 
 Az EZH2 az EED és SUZ12 mellett a PRC2 harmadik eleme. A komplex 
feladata a histone H3 lysine 27 (H3K27) metilációja [134-137]. A SET domain a PRC2 
katalitikus alegységeként hiszton metiltranszferázt (HMTáz) tartalmaz és metilációt 
katalizálva  járul hozzá bizonyos gének csendesítéséhez (8. ábra). E funkciója által 
fontos a sejtciklus, a sejtdifferenciálódás és így a tumorképződés szabályozásában is 
[138]. Számos gén transzkripciójának epigenetikus szabályozója. Fontos szerepet 
játszik az embrionális fejlődésben, azonban ismert, hogy funkcionális aktivitását 
megőrzi a felnőtt őssejtekben, így a hemopoetikus őssejtekben is. Szerepe van a 
myogén differenciációban, az X-kromoszóma inaktivációban és a migráló primordiális 
őssejt újraprogramozásában [139-141], valamint a carcinogenezisben is [142]. A 
központi idegrendszer sejtjeiben az EZH2 gátolja az astroglia differenciációt, és így 
gliomák kialakulását indukálhatja [143]. Az EZH2 aberráns működése ismert szolid 
tumorokban, ill. malignus hematológiai betegségekben is [144]. Áttétes prosztatarákban 
igazolták, hogy egy EZH2 célgén β2-adrenerg receptort kódol. Gátlása indukálja az 
epitheliális sejtek malignus transzformációját [145]. Az EZH2 a prosztatarákok 
metasztázis képzésében is szerepet játszik a Ras és az NF-kB aktiválásán keresztül 
[146]. Az EZH2 szerepe a tumoros angiogenezisben szintén ismert, a VEGF szignálutat 
aktiválja a negatív szabályozó VASH1 represszióján keresztül [147]. Az EZH2 
overexpressziója ismert a high-grade centrum-germinativum (CG) eredetű 




lymphomában (FL) [148]. Utóbbiakban az EZH2 aktiváló mutációi is ismertek [149]. 
Ezen aktiváló mutációk révén vélhetőleg a H3K27 megváltozott metilációs rátáján át 
vezet a PRC2 célgénjeinek kóros gátlásához [150-152]. Az EZH2 expresszióját számos 
molekula szabályozza, közéjük tartozik a miR-26a, c-Myc, E2F1 és Rb 




I.3.2. Az EZH2 szerepe a normál hematopoezisben 
 
 Az EZH2, EED vagy SUZ12 gén funkcióvesztő mutációnak a következménye a 
hemopoetikus őssejtek és progenitor sejtek aktivitás fokozódása. Ez alapján 
feltételezhető, hogy a PRC2 komplex a hemopoetikus őssejtek negatív szabályozója 
[157]. Az EZH2 fokozott expressziója védelmet nyújt a hemopoetikus őssejtek 
kimerülése ellen sorozatos transzplantációk során [158]. Az EZH2 a felnőtt 
hemopoetikus őssejteket meg tudja védeni az elöregedéstől a differenciáció 
szabályozása révén [159]. Az EZH2 az apoptozis gátlása és a proliferáció serkentése 
révén növeli a nyugvó hemopoetikus őssejtek számát. A PRC2 komplex számos targetje 
közül az egyik legfontosabb a CDKN2A, mely az Rb/p53 útvonalon keresztül a 
proliferáció negatív szabályozója. Az EZH2 a pro-apoptotikus NOXA, p21 és WIG1 
géneket gátolva is védi a hemopoetikus őssejteket a sejthaláltól [160]. A 
8. ábra Az EZH2 hatásmechanizmusa. Az EZH2 a PRC2 komplex tagjaként a H3 




lymphopoesisben a proilferáló centrum germinatívum B-sejtekben, a cirkuláló T- és B-
sejtekben és a plasmablastokban az EZH2 expressziója fokozott [161].  Ezzel 
egybehangzóan a trimetilált H3K27 szintje is alacsony [162]. Az EZH2 DNS repair 
gátló hatásának köszönhető az is, hogy az aktivált B-sejtek az Ig gén aktiváció-indukált 
citidin deamináz (AID) mediált szomatikus hipermutációja után túlélnek [149]. A B-
sejtek differenciálódása és érése során az EZH2 szintje lecsökken [163]. 
 
I.3.3. Az EZH2 szerepe a lymphomagenezisben 
 
 Számos tanulmány igazolta, hogy az EZH2 fokozott expressziója szerepet 
játszik a malignus hematológiai betegségek kialakulásában. Lymphomákban a fokozott 
EZH2 expresszió összefüggésbe hozható a fokozott sejtproliferációval és a rosszabb 
prognózissal [164, 165]. A Burkitt lymphomák 100%-ában, grade 3-as follikuláris 
lymphomák 87,5%-ában és diffúz nagy B-sejtes lymphomák 87,5%-ában mutatható ki 
fokozott EZH2 expresszió [164]. A fokozott EZH2 expresszió hátterében leggyakrabban 
az EZH2-t szabályozó miR-101 és miR-26a Myc-mediált gátlása áll [156]. B-sejtes akut 
lymphoblasztos leukémiában az EZH2 fokozott expressziója jól korrelál a tumor 
szuppresszor gén p21, p53 és PTEN csökkent szintjével [166]. Monoklonális 
gammopathiában és myeloma multiplexben szintén ismert, hogy az EZH2 fokozottan 
expresszálódik [167]. A hematológiai betegségekben –a szolid tumorokkal ellentétben- 
az EZH2 fokozott expressziójának hátterében nem génamplifikáció áll, hanem pozitív 
szabályozóinak fokozott működése. DLBCL-ben és follikuláris lymphomában emellett 
ismert a gén katalitikus domainjében az EZH2-t aktiváló mutáció jelenléte [168]. 
 
I.3.4. Az EZH2 szerepe a CLL-ben 
 
 Az EZH2 szerepe a CLL patomechanizmusában nem tisztázott. Kemenade és 
mtsai. kimutatták, hogy CLL-ben a Ki-67 pozitív nagyméretű tumorsejtek expresszálják 
az EZH2-t [148].  
 Az EZH2 overexpressziója CLL-ben ismert és összefüggésbe hozható a rosszabb 
prognózissal. Azokban a CLL-es betegekben, akiknek lymphocyta számuk a perifériás 
vérben emelkedett, illetve magas ZAP-70 expressziót mutatnak vagy kromoszóma 




EZH2 magasabb expresszióját figyelték meg azokban az esetekben ahol az IgHV gén 
nem voltmutált [170, 171].  
 Az EZH2 expresszióját egyes mikroRNS-ek is befolyásolják. A NM, rosszabb 
prognózisú CLL-es betegekben az EZH2 overexpresszióját a miR-101 csökkent 
expressziójával hozzák összefüggésbe [119]. Szolid tumorokon végzett vizsgálatokkal 
igazolták, hogy az EZH2 egyik negatív szabályozója a miR-26a [172]. Kopparapu és 
munkatársai vizsgálataikban azt találták, hogy a rosszabb prognozisú EZH2 
overexpressziót mutató CLL-es betegek miR-26a expressziója csökkent, és feltételezik, 
hogy az EZH2 expresszió egyik negatív szabályozója CLL-ben is a miR-26a [124]. 
 Más tanulmányok szerint az EZH2 expresszióját mikroRNS-ek mellett számos 
más molekula is szabályozza, pl. a c-Myc, E2F1, és Rb [50, 173-176]. A c-Myc az 
EZH2 expresszióját fokozza az őt negatívan szabályozó miR-26a gátlásával [173]. A c-
Myc fokozott expresszióját szintén kimutatták korábban a CLL/SLL PF-aiban [50]. A c-
Myc ugyanakkor az E2F1 transzkripciós faktort is aktiválja [174], mely ugyancsak 
serkenti az EZH2 expressziót [153]. Az E2F1 szabályozásában a tumorszuppresszor Rb 
fehérje is részt vesz; a foszforiláció révén inaktiválódó Rb (pRb) elengedi és ezáltal 
aktiválja az E2F1-et [176, 177]. Ismert az is, hogy az SNF5 (SMARCB1-et is 
tartalmazó protein komplex) az EZH2 expresszióját gátolja, ezért ennek hiánya esetén 
egyes lymphomák progressziója gyorsul [178]. 
 Non-Hodgkin lymphomákban az EZH2 mutáció megjelenése viszonylag 
gyakori: DLBCL-ban 9,7-22%-ban, FL-ban pedig 7-22%-ban számíthatunk jelenlétére. 
A vizsgált esetekben a mutáció a 641-es aminosavat érintette: fiziológiásan ezen a 
helyen tirozin épül be a fehérjébe, FL és DLBCL egyes eseteiben azonban 
leggyakrabban fenilalanin, ritkábban szerin, aszparagin és hisztidin [168]. FL-ban 3 
különböző hot spot mutáció ismert (Y646, A682, and A692) [179, 180]. EZH2 aktiváló 
mutációk CLL-ben jelenlegi tudásunk szerint nem ismertek [181]. 
 
I.3.5. Az EZH2 terápiás jelentősége 
 
 Az EZH2 gén és fehérje szabályozó szerepének megismerése fontos szerepet 
játszott az ellene kifejlesztett gyógyszerek megalkotásában. Az EZH2 expresszió 
befolyásolására számos lehetőség van. Transzkripciós szinten lehet gátolni az EZH2-t 




dihidrofolát reduktáz gátló methotrexát szintén csökkenti az EZH2 expresszióját, ezen 
keresztül pedig tumor szuppresszor géneket serkent, valamint az E-cadherint, melyet az 
EZH2 negatívan szabályoz [183]. Transzlációs szinten az EZH2 fehérje szintjének 
csökkentése lehetséges kis interferáló RNS (siRNS) duplex vagy rövid hajtű RNS 
(shRNS) segítségével [184, 185]. Az EZH2-t szabályozó miRNS-ek serkentése is 
jelentős terápiás szempontból. Az EZH2 fehérje depléciót előidéző szerek a 
legnépszerűbbek az anti-EZH2 terápiában. A legismertebb a 3-deazaneplanocin A 
(DZNep). Ez a szer nem EZH2-specifikus, a PRC2 komplex másik két tagjának, az 
EED-nek és SUZ12-nek a szintjét is csökkenti [186]. A szelektív EZH2 inhibitor ennél 
specifikusabb, így a nem-tumoros folyamatokban kevésbé érvényesül a szer gátló 
hatása. Az EZH2 hiszton-metiltranszferáz aktivitásának szelektív gátlása a PRC2 
komplex lebontása nélkül  ígéretes szer lymphomákban, vad típusú és mutáns EZH2 
esetén is hatásos [187]. Az EZH2 mutáció malignus hematológiai betegségekben 
gyakori, ezekben a daganatokban a mutáns EZH2 szelektív gátlói lehetnek hatékonyak 
[188].  A hiszton-metiltranszferázok mindegyike a metil-donor SAM-et (S-
adenosylmethionine) használja kofaktorként, de a metil-donorok szerkezetükben 
eltérnek, ami lehetőséget ad specifikus EZH2 HMTáz aktivitást gátló szer 
kifejlesztésére [187].  
 Az EZH2, illetve a PRC2 komplex hatásmechanizmusa kapcsán még nem 
teljesen egyértelmű, hogy a célgén mely specifikus régióján dokkolódik az EZH2 vagy 
a komplex.  
A HOTAIR (HOX antisense intergenic RNA) hosszú nem-kódoló RNS (lncRNA, long 
non-coding RNA) fontos szerepet játszik a génszabályozásban. Feladata specifikus 
kromatin régiók megjelölése, ami lehetővé teszi a PRC2 komplex számára a dokkolást. 
A HOTAIR-EZH2 interakció jelentősége nagy, ugyanis a HOTAIR fokozott 
expresszióját számos szolid tumorban kimutatták és ez célzott terápia alapját képezheti 
[189]. Az EZH2-t a CDK1 és -2 (ciklin-dependens kináz 1 és 2) foszforilálja és a 
foszforiláció következtében fokozódik a HOTAIR-EZH2 kötődés [190]. A folyamatnak 
megfelelő domainen történő foszforiláció gátlás szintén terápiás jelentőségű lehet [191]. 
Az EZH2 fehérje többszörösen foszforilált. Foszforiláció révén a fehérje aktivitása 
befolyásolható, többek között a metiltranszferáz aktivitását lehet csökkenteni [192]. 
 
 Összességében elmondható, hogy a pszeudofollikulusok különleges struktúrák a 




betegség fenntartásában és progressziójában, ugyanakkor a biológiai sajátosságaik még 
kevéssé ismertek. Vizsgálataink alapvető célja az volt, hogy tovább karakterizáljuk a 
CLL/SLL pszeudofollikulusait és ezzel hozzájáruljunk a betegség pontosabb 
megismeréséhez. Elsősorban arra voltunk kíváncsiak, hogy a CLL prognózisát 
negatívan befolyásoló tényezők közül egyes mikroRNS-ek és az EZH2 expressziója 












 A CLL kialakulásával és/vagy progressziójával összefüggő 19 mikroRNS 
expressziójának összehasonlítása pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL/SLL-
es nyirokcsomók PF és IF területein. 
 
 Az EZH2 fehérje expressziójának vizsgálata a PF-okban és az IF terekben. 
 
 Az EZH2 transzkripcióját szabályozó c-Myc, E2F1 és pRb expressziójának 
vizsgálata a PF-okban és az IF terekben. 
 











 Tanulmányunkban 15 CLL/SLL-es beteg formalinban fixált paraffinba ágyazott 
(FFPE) nyirokcsomó biopsziás mintáját használtuk. Valamennyi minta diagnózisát az I. 
sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézetben állították fel a World Health 
Organization lymphoid szövetek daganatos megbetegedéseinek klasszifikációjára 
vonatkozó kritériumainak megfelelően, hisztopatológiai és immunfenotípus vizsgálatok 
alapján [193, 194]. 
 A szövetminták az elsődleges diagnózisból, a kezelések előtti időszakból 
származtak. Mikroszkópos vizsgálattal minden CLL/SLL-es nyirokcsomó minta 
pszeudofollikuláris mintázatot mutatott. A betegek nemi aránya kiegyenlített volt, 
vizsgálatainkba 7 nő és 8 férfi szövetmintáját vontuk be. A diagnóziskor a medián 
életkor 58,47 év (40-78 év) volt. Vizsgálataink ideje alatt egyik betegnél sem mutattak 
ki high-grade transzformációt. A legutóbbi utánkövetés során a 15 beteg közül kettőben 
Richter transzformáció (3. és 4. esetek), míg 1 esetben prolymphocytás transzformáció 
(6. eset) fejlődött ki. A betegséggel összefüggő halálozást nem dokumentáltak. A 
betegek prognosztikai szempontból jelentős kromoszóma eltéréseinek (del13q, del17p, 
del11q és tri12) FISH vizsgálati eredményei mind a 15 esetben rendelkezésre álltak, 
mivel ezeket a CLL diagnózisa során az intézetben rutinszerűen elvégzik. A betegek 
fontosabb klinikai adatait (nem, életkor a diagnóziskor, FISH vizsgálatok eredményei) a 
4. táblázat foglalja össze. 
 A vizsgálataink elvégzéséhez etikai engedéllyel rendelkeztünk (TUKEB-
1552012). 
 
III.2 MikroRNS expresszió vizsgálat kvantitatív valós-idejű polimeráz 
láncreakcióval 
 
 Munkánk során 19, az irodalmi adatok alapján a CLL kialakulásával és/vagy 
progressziójával összefüggésben álló mikroRNS (miR155, -150, -29c, -26a, -181a, -21, 
-15a, -16, -34a, -221, -222, -223, -101, -93-5p, -650, -92, -142-3p, -142-5p, -15b) 
expresszióját vizsgáltuk TaqMan® MicroRNA Assay (Life Technologies) segítségével, 




A mikroRNS-ek expresszióját 15 pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL/SLL-es 
nyirokcsomó lézermikrodisszekcióval szeparált PF és IF tereiben külön-külön 
meghatároztuk. A mikroRNS expressziós vizsgálatok folyamatát a 9. ábra foglalja 



















 A 15 CLL/SLL-es FFPE nyirokcsomó biopsziás mintából mikrotómmal 
speciális UV-kezelt (254 nm-es UV fény, 30 percig) membrános lemezre (Membrane 
Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, Jéna, Németország) 2-2 db félvékony metszetet készítettünk. 
A metszeteket 100%-os xilol, majd leszálló etanol sor segítségével deparaffináltuk. 
Ezután a metszeteket nukleáz mentes desztillált vízzel öblítettük, majd metilénkékkel 
festettük. 
    
4. Táblázat. A betegek klinikai adatai és a kromoszóma 
vizsgálatok eredményei 
 Klinikai adatok FISH 
vizsgálatok 
eredményei 
Esetszám Nem Életkor 
diagnóziskor 
1 F 52 nincs eltérés 
2 F 40 nincs eltérés 
3 F 59 del11q 
4 N 70 del6q 
5 F 50 del11q, del13q 
6 F 49 del11q, del13q 
7 N 69 del15p 
8 N 58 del11q, del13q 
9 F 49 nincs eltérés 
10 F 70 del11q 
11 N 78 del11q 
12 N 58 tri12 
13 F 49 del17p 
14 N 76 del17p 
15 N 50 nincs eltérés 
del, deléció; F, férfi; FISH, fluoreszcens in situ hibridizáció; N, nő; 
tri, triszómia  




Leica lézer mikrodisszektor segítségével kb. 5-5000 sejtet izoláltunk a PF-okból és az 
IF terekből a gyártó előírásának megfelelően. Az izolált sejteket Eppendorf csövekbe 
gyűjtöttük, és a további felhasználásig (2-3 napig) -70 oC-os hőmérsékleten tároltuk. 
 
 
9. ábra. A mikroRNS expresszió vizsgálatának folyamata. A mikroRNS expresszió 
vizsgálatához először a CLL/SLL nyirokcsomókból lézermikrodisszekció segítségével 
PF és IF területeket szeparáltunk, majd az összegyűjtött sejtekből RNS-t izoláltunk. Az 
RNS-ből reverz transzkripcióval cDNS-t szintetizáltunk, majd preamplifikációt 
követően elvégeztük a valós-idejű PCR reakciót. A relatív expressziós szinteket ΔCt 
módszer segítségével határoztuk meg. Rövidítések: IF, interfollikuláris tér; LCM, 
lézermikrodisszekció; PF, pszeudofollikulus; preamp, preamplifikáció; RT, reverz 
transzkripció; qRT-PCR, kvantitatív valós-idejű polimeráz láncreakció 
 
III.2.2. RNS izolálás 
 
 A mikrodisszekció során szeparált PF és IF területekből származó 
tumorsejtekből teljes RNS izolálást végeztünk a RecoverAllTM Kit (Life Technologies) 
segítségével a gyártó utasításai szerint. 
 Először 400 μl emésztő puffert (Digestion Buffer) és 4 μl proteázt mértünk a 
csövekbe. Óvatos keverés után 3 órán keresztül 50 oC-os hőmérsékleten inkubáltuk a 
mintákat. Inkubálás után 480 μl Isolation Additive-ot mértünk a mintákhoz. Vortexelést 
követően 1,1 ml 100%-os etanolt mértünk a mintára és óvatosan megkevertük. A 
gyűjtőcsövekbe filtert helyeztünk, a filterekre a mintákból 700-700 μl-t pipettáztunk. A 
csöveket 10 000 g fordulatszámon 30-60 másodpercig centrifugáltuk, hogy az anyag a 
filteren áthaladjon. A filtert kivéve a cső alján összegyűlő folyadékot eltávolítottuk. 
Ezeket a lépéseket addig ismételtük, míg a minta egészét átszűrtük a filteren. Ezután 
700 μl Wash 1 mosófolyadékot mértünk az oldatra. 30 másodpercig tartó centrifugálás 
következett 10 000 g-vel. 500 μl Wash 2/3 mosófolyadékot pipettáztunk a filterre és 
azonos körülmények között ismét centrifugáltunk. DN-áz mixet készítettünk: 
mintánként 6 μl 10x DN-áz puffert, 4 μl DNázt és 50 μl nukleáz mentes vizet mértünk 












30 perces inkubálás következett. Újabb 700 μl Wash 1-et mértünk a filterre, 30-60 
másodpercig inkubáltunk, majd 30 másodpercig 10 000 g-vel centrifugáltunk. 
Ismételten 500 μl Wash 2/3 oldatot mértünk a filterre, 30 másodpercig centrifugáltunk, 
majd ezt a lépést megismételtük. Mindezek után 10 000 g-vel 1 percen át 
centrifugáltunk és a cső alján összegyűlt folyadékot leöntöttük, míg végül az összes 
folyadék eltávolításra került.  Végezetül a filtert új gyűjtőcsőbe helyeztük, a filter 
közepére 60 μl Elution Solution elúciós oldatot pipettáztunk és 1 percig maximum 
sebességgel centrifugáltunk. A reverz transzkripcióig -70 oC-os hőmérsékleten tároltuk 
a mintákat. 
 
III.2.3. Reverz transzkripció 
 
 Az izolált teljes RNS-ből a vizsgálni kívánt miRNS-ek cDNS-sé történő 
átírásához először ún. primer poolt készítettünk. A primer pool tartalmazta a 
vizsgálandó miRNS-ek specifikus reverz transzkriptáz primerét, amelynek különleges, 
stabil, ún. „stem-loop” szerkezete van. A stem-loop primer megnöveli a szintetizálódó 
cDNS hosszát, és optimalizálja az olvadási hőmérsékletet [195]. Vizsgálatainkhoz 
referencia, vagy ún. háztartási („house-keeping”) génként az RNU48 és U6 snRNS-eket 
használtunk, mert ezek expressziója a lymphoid szövetekben egyenletes [12, 119, 195, 
196]. A primer pool összetétele az assay azonosítókkal az 5. táblázatban található. 
 A következő lépés a reverz transzkriptáz mix elkészítése volt. Ennek összetétele 
1 mintára vonatkoztatva a 6. táblázatban látható. Az összemérés során 12,5%-os 
veszteséggel számoltunk. 
 A reverz transzkriptáz reakció mixből esetenként 10,99 μl-t mértünk az eddig -
70 oC-os hőmérsékleten tárolt RNS mintákhoz (4,01 μL) majd a 2720 Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, Life Technologies) készülékkel elvégeztük a reverz 
transzkripciót. A folyamathoz szükséges RT hőprofil a 7. táblázatban látható. A 




 Mintáink RNS tartalma alacsony volt, ezért elősokszorozást (preamplifikációt) 




Ehhez első lépésként a vizsgálandó miRNS-ek specifikus primereit tartalmazó 
preamplifikációs primer poolt készítettünk. Az 5. táblázatban felsorolt primereket 
használtuk, a 21 különböző 20x TaqManAssay miR 2,5 μl-jét 250 μl 
végkoncentrációban. 
 
5. Táblázat. Reverz transzkriptáz primer pool 
Reverz transzkriptáz primer pool μl 
5x RT primer miR-155 (Assay ID 002623) 5 
5x RT primer miR-150 (Assay ID 002637) 5 
5x RT primer miR-29c (Assay ID 000587) 5 
5x RT primer miR-26a (Assay ID 000405) 5 
5x RT primer miR-181a (Assay ID 000480) 5 
5x RT primer miR-21 (Assay ID 000397) 5 
5x RT primer miR-15a (Assay ID 000389) 5 
5x RT primer miR-16 (Assay ID 000391) 5 
5x RT primer miR-34a (Assay ID 000426) 5 
5x RT primer miR-221 (Assay ID 000524) 5 
5x RT primer miR-222 (Assay ID 002276) 5 
5x RT primer miR-223 (Assay ID 002295) 5 
5x RT primer miR-101 (Assay ID 002143) 5 
5x RT primer miR-93-5p (Assay ID 001090) 5 
5x RT primer miR-650 (Assay ID 001603) 5 
5x RT primer miR-92 (Assay ID 000431) 5 
5x RT primer miR-142-3p (Assay ID 000464) 5 
5x RT primer miR-142-5p (Assay ID 002248) 5 
5x RT primer miR-15b (Assay ID 000390) 5 
5x RT primer RNU-48 (Assay ID 001006) 5 
5x RT primer U6 snRNS (Assay ID 001973) 5 
1x TE 395 
Összesen 500 
miR, mikroRNS; RT, reverz transzkriptáz; snRNS, small 



















A 8. táblázatban látható a preamplifikációs reakció mix 1 mintára vonatkoztatva. Az 
elkészítésénél 12,5%-os veszteséggel számoltunk. 
  
8. Táblázat. Preamplifikációs reakció mix 
Preamplifikációs reakció mix 
1 minta 
(μl) 
TaqMan PreAmp MM (2x) 12,5 
PreAmp primer pool 3,75 
Nukleáz mentes víz 6,25 
Total Mix 22,5 
 
 
Következő lépésként a cDNS mintáinkból 2,5 μl-t mértünk össze 22,5 μl 
preamplifikációs reakció mix-szel egyenként. A 2720 Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, Life Technologies) készülék segítségével elvégeztük az elősokszorosítást a 
9. táblázatban szereplő hőprofil mellett.  
6. Táblázat. Reverz transzkriptáz reakció mix 




RT primer pool 6,00 
dNTPs with dTTP (100 mM) 0,30 
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/μL) 3,00 
10X RT Buffer 1,50 
RNase Inhibitor (20 U/ μL) 0,19 
Total Mix 10,99 
7. táblázat. RT 
hőprofil 
16 oC 30 perc 
42 oC 30 perc 
85 oC 5 perc 












A folyamat végén a mintákhoz 175 μl 1x Tris-EDTÁ-t (TE) adtunk egyenként, majd a 
higított mintákat -70 oC-on tároltuk a további felhasználásig. 
 
III.2.5. Kvantitatív valós-idejű polimeráz láncreakció  
 
 A miRNS-ek relatív expressziójának meghatározásához kvantitatív RT-PCR 
reakciót végeztünk az ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied 
Biosystems) készülék segítségével.  
 A TaqMan® próba körülbelül 15-30 bázispárból álló oligonukleotid. A próba 3’ 
végén ún. „quencher” nem-fluoreszcens („kioltó”) molekula, míg 5’ végén ún. 
„reporter” fluoreszcens („festék”) molekula található. A TaqMan® próba a target 
génszakasszal komplementer, nagyjából a génszakasz középső részéhez kötődik. A 
„reporter” és a „quencher” molekulák fizikai közelsége miatt a „quencher” kioltja a 
„reporter” fluoreszcenciáját mindaddig, amíg a próba intakt. A reakció a folyamat során 
olyan 5’ exonukleáz aktivitással rendelkező DNS polimeráz enzimet használ, mely a 
próbát el tudja hasítani. A hasításkor a két fluorokróm annyira távol kerül egymástól, 
hogy a „quencher” molekula gátló hatása megszűnik és a „reporter” molekula által 
kibocsátott floureszcens jel detektálhatóvá válik. Ez a folyamat csak akkor megy végbe, 
ha a próba tud kötődni a target régióhoz, és a reakció során amplifikálódik. A 
kvantitatív RT-PCR reakció elméleti alapja a 10. ábrán látható [197].  A detektálható jel 
mind a keletkező PCR termék mennyiségével, mind az átírt cDNS mennyiségével, mind 
a mintában levő RNS mennyiségével arányos. 
9. Táblázat. A preamplifikáció hőprofilja 
95 oC 10 perc - 
55 oC 2 perc - 
72 oC 2 perc - 
95 oC 15 m.perc 
12 ciklus 
60 oC 4 perc 
99,9 oC 10 perc - 





 A qRT-PCR során minden mintából 2 párhuzamos reakciót készítettünk. Először 
az RT-PCR reakció mixet mértük össze (10. táblázat), majd összeállítottuk a RT-PCR 
reakcióelegyet (11. táblázat).  
 Belső kontrollként RNU-48 és U6 snRNS-t használtunk minden esetnél. A 
reakció hőprofilja a 12. táblázatban olvasható. 
 A qRT-PCR során nyert adatokat a Sequence Detection Software version 1.3 
(Applied Biosystems) programmal elemeztük. A kiértékelés során az eredményeket ún. 
„threshold cycle” (Ct) értékek formájában kaptuk. A Ct érték azt a ciklus számot jelöli, 
ahol a relatív fluoreszcencia-szint eléri az általunk megadott küszöbértéket. Ez a reakció 
első, exponenciális szakaszában történik meg. Ebben a szakaszban az amplifikáció 
hatékonysága még nagy és konstans (11. ábra). 
 
 
10. ábra. A kvantitatív RT-PCR reakció elméleti alapja. 1. A primerpár bekötődik az 
amplifikálandó génszakasz két végéhez, a próba pedig a génszakaszon belül az egyik 
szálhoz. Fluoreszcens jel nem detektálható; az R és a Q molekulák közel vannak 
egymáshoz. 2. A reakció előrehaladtával a DNS polimeráz enzim az 5’ exonukleáz 
aktivitása segítségével hasítja a próbát, így megszűnik a Q molekula gátló hatása. 3. Az 



























Minél nagyobb a miRNS kiindulási koncentrációja, annál alacsonyabb ciklusszám 
mellett lehet a fluoreszcenciát detektálni, azaz minél kisebb a Ct érték, annál nagyobb 
volt a miRNS-ek mennyisége. 
 A kiértékelésnél a két párhuzamos reakció Ct értékeinek átlagát határoztuk meg 
és a továbbiakban az átlag Ct értékekkel számoltunk (az egyszerűség kedvéért Ct-vel 
jelöljük az átlag Ct értéket is). A vizsgálatok során használt két referencia gén (RNU-48 
és U6 snRNS) közül az U6 snRNS expressziója egyenletesebb eloszlást mutatott, ezért a 
további számításoknál belső kontrollként ez
10. Táblázat. RT-PCR reakció mix 
RT-PCR reakció mix 
1 minta 
(μl) 
Higított PreAmp product (cDNS) 0,2 
TaqMan Universal MasterMix II, No 
AmpErase, UNG (2x) 
10 
Nukláz mentes víz 8,8 
Total Mix 19 




RT-PCR reakció mix 19 
20x TaqMan Assay miR 1 
Total Mix 20 
12. Táblázat. RT-PCR hőprofil 
10 perc 95 oC - 
15 m.perc 96 oC 50 





zel számoltunk. A kontrollhoz való normalizálás lényege, hogy elkerüljük az egyes 
minták kiindulási mennyiségei közötti eltérésekből adódó különbségek valós értékként 
való kezelését. 
 Következő lépésként kiszámoltuk a delta Ct (ΔCt) értékeket minden mintára (15 
eset PF és IF területei), vagyis minden egyes miRNS Ct értékét kivontuk a belső 
kontrollként használt U6 snRNS Ct értékéből mintánként: 
   ΔCt(minta_IF) = Ct U6(minta_IF) - Ct miR(minta_IF) 
   ΔCt(minta_PF) = Ct U6(minta_PF) - Ct miR(minta_PF) 
 Ez a relatív érték mutatja, hogy az adott miRNS egy mintában a belső, stabilan 
expresszálódó kontrollhoz képest milyen mértékben expresszálódik.  
Mivel a PF és IF területek közötti expresszió különbségekre voltunk kíváncsiak az 
egyes eseteken belül, és ezt jól reprezentálja egy adott eset PF és IF régiójának ΔCt 
értéke közötti eltérés, a továbbiakban a ΔCt értékekkel számoltunk. Az eredmények 
ábrázolásánál is az irodalmi ajánlások alapján a ΔCt értékeket tüntettük fel [198, 199]. 
  
III.3 Immunhisztokémiai vizsgálatok 
 





 15 pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL/SLL-es nyirokcsomó FFPE 
biopsziás mintából 5μm vastagságú metszeteket készítettünk. A metszeteket xilol 
oldattal, majd leszálló etanol alkohol sor segítségével deparaffináltuk. Az 
antigénfeltárást hagyományos kuktában végeztük citrát pufferben (pH= 6,1), összesen 
42 percig. TBS-sel történő öblítés után az endogén peroxidáz gátlása céljából a 
metszeteket 15 percig 1,5%-os H2O2 metanolos oldatába tettük. Újabb TBS öblítést 
követően az aspecifikus antitest-kötődés elkerülése végett a kit „Protein Block” 
komponenével inkubáltuk a metszeteket 10 percig. Ezután 2x5 perces TBS-sel való 
mosás következett, majd a 13. táblázatban lévő antitesteket használtuk az ott látható  
higításban. Az elsődleges antitesteket egy éjszakán át inkubáltuk. Másnap újabb 2x5 
perces TBS-es öblítés után a „Post Primary” komponenssel 30 percig inkubáltunk. 
Újabb öblítés következett, majd utána a „NovolinkTM Polymer” komponenssel 30 percig 
inkubáltuk metszeteinket.  TBS-el történő öblítés után az immunreakciót a DAB 
(diaminobenzidin) szubsztrát/kromogén kit segítségével hívtuk elő 2 perces inkubálás 
után. Végül hematoxilin festékkel festettük meg a sejtmagokat. 
 
13. Táblázat. Az immunhisztokémiai reakció végrehajtása során alkalmazott antitestek  
és hígításaik. 
 
A metszeteket a Pannoramic 250 Flash II nagy felbontású scannerrel (3DHISTECH 
Ltd.) digitálisan szkenneltük, majd a Pannoramic Viewer software 1.15.4 (3DHISTECH 
Ltd.)  NuclearQuant programja segítségével értékeltük ki. Számos, prolymphocytát és 
paraimmunoblastot tartalmazó PF, valamint kis lymphocytákat tartalmazó IF területet 
jelöltünk ki. A kijelölt PF és IF területeken belül külön-külön 2500-2500 sejtben 
értékeltük a magpozitív reakciókat.  A +, ++ és +++ intenzitású pozitivitást egyaránt 
pozitív reakcióként értékeltük.  






























III.4 Az IgHV és EZH2 gének szekvencia vizsgálata 
 
 Az IgHV és EZH2 (16-os és 18-as exon, ismert aktiváló mutációk) gének 
mutációs státuszát direkt szekvenálással vizsgáltuk meg, mely során a DNS izolálást 
követő PCR amplifikáció után következett a Sanger-féle szekvenálás. A munka menetét 
a 12. ábra foglalja össze. 
III.4.1. DNS izolálás 
 
 A nyirokcsomókból genomiális DNS-t izoláltunk a RecoverAll Kit (Ambion, 
Life Technologies) segítségével a gyártó utasításainak megfelelően. Az Eppendorf 
csövekbe metszett mintákhoz 100%-os xilolt adtunk, elkevertük, majd 3 percig 50 oC-
on inkubáltuk. Ezt 2 perces centrifugálás követte maximális sebességgel, majd a xilolt 
leöntöttük. 2x1 ml 100%-os etanollal mostuk a pelletet. Szobahőn történő szárítás után a 
maradék etanolt eltávolítottuk. Ezután mintáinkhoz hozzáadtuk az emésztő puffert 
(Digestion Buffer) és a proteázt. Ezt 16 órás inkubáció követte. Ezután a mintákhoz 120 
μl Isolution Additive-t és és 275 μl 100%-os etanolt adtunk. Az elegyet jól 
összekevertük, így fehéres zavaros oldatot kaptunk. A gyűjtőcsövekbe egy-egy filtert 
helyeztünk és pipettával minden mintából 700 μl-t mértünk a filterre. 10 000 g-vel 30 
másodpercig centrifugáltuk, majd a felülúszót eltávolítottuk. 700 μl Wash I 
mosófolyadékkal öblítettünk, 30 másodpercig 10 000 g-vel centrifugáltunk, majd 
leöntöttük az összegyűlt folyadékot. Ezután 500 μl Wash 2/3 folyadékot adtunk a 
mintához, majd újabb centrifugálás után ismét leöntöttük a folyadékot.  
12. ábra. A mutáció analízis folyamata. A mutációk analíziséhez először a 
nyirokcsomó mintákból DNS-t izoláltunk, majd az általunk vizsgálni kívánt gén 
régiókat PCR technikával amplifikáltuk. A megtisztított termékeket kapilláris 
elektroforézissel megszekvenáltuk, majd a kapott szekvenciákat kielemeztük. 





A következő lépés az RN-áz mix elkészítése volt. A 10 μl RN-ázhoz adtunk 50 μl 
nukleáz mentes vizet, 1 mintára vonatkozólag. A mintákat a hozzáadott RN-áz mix-szel 
30 percig inkubáltuk szobahőn. Újabb 700 μl Wash I hozzáadása után 1 perces 
szobahőn történő inkubálás következett. Utána centrifugálás, az összegyűlt folyadék 
eltávolítása, majd ismét a Wash 2/3 folyadékkal való mosás és centrifugálás következett 
a fentebb leírt módon. A filtert új gyűjtőcsőbe helyeztük. 60 μl előzetesen 95 oC-ra 
melegített Elution Solution-t (eluáló oldatot) mértünk a filterre, majd 1 percig 
inkubáltuk szobahőn. Végül 1 percig maximális sebességgel centrifugáltunk. Az így 
izolált DNS-mintákat a további felhasználásig 4 °C-on tároltuk. A 15 esetből 14-ben 
tudtunk DNS-t izolálni, az egyik mintából (15. eset) a DNS izolálás sikertelen volt a 
rendelkezésre álló kis mennyiségű szövet miatt.  
 
III.4.2. Az IgHV és EZH2 gének PCR amplifikációja  
 
 Mind az IgHV, mind az EZH2 gén PCR amplifikációjához az AmpliTaq Gold® 
kitet (Applied Biosystems) használtuk, a reakciók az Applied Biosystems® 2720 
Thermal Cycler (Life technologies USA) PCR készülékben zajlottak le. A PCR 
reakciókhoz 1 μl DNS templátot használtunk 25 μl végtérfogatban. A PCR reakció 
összetétele 1 mintára a 14. táblázatban látható. 
 
14. Táblázat. A PCR reakció összetétele 
Komponens mennyiség/cső 
AmpliTaq Gold mix 12,5 μl 
Forward Primer 1 μl 
Reverse Primer 1 μl 
Desztillált víz  9,5 μl 
 
Az IgHV gének PCR amplifikációjához sense primerként az IgH gén 
1. ″framework″ (FR1) régiójára tervezett IgHV géncsaládokra (VH1-6) specifikus 
primereket, és antisense primerként az IgH variábilis régiójának kapcsolási részére (JH) 
tervezett konszenzus primert használtuk [200]. A PCR reakció során kb. 300-400 
bázispár hosszúságú termékeket kaptunk az adott mintában detektálható IgHV géncsalád 




régióit. Az amplifikációt először a CLL-ben ismerten gyakrabban jelen lévő VH1, -3 és 
-4 régiók primereivel végeztük el. Mivel minden esetünkben e 3 régió valamelyike 
kimutatható volt, a további, VH2, -5 és -6 régiók primereivel amplifikációt és 
következményes szekvenálást nem végeztünk. A reakciókhoz használt primerek 
szekvenciája és olvadáspontja a 15. táblázatban található. 
 
15. táblázat. Az IgHV gének amplifikációjánál és szekvenálásánál alkalmazott 
primerek szekvenciája és olvadáspontja 
gén régió primer szekvencia olvadáspont 
VH1-FR1 5’-GGC CTC AGT GAA GGT CTC CTG CAA G-3’ 63 oC 
VH3-FR1 5’-CTG GGG GGT CCC TGA GAC TCT CCT G-3’ 66 oC 
VH4-FR1 5’-CTT CGG AGA CCC TGT CCC TCA CCT G-3’ 65 oC 




Az EZH2 gén vizsgálni kívánt 16-os és 18-as exonjának amplifikációjához primereinket 
az Integrated DNA Technologies (IDT) PrimerQuest Tool programja segítségével 
terveztük és a Bio-Science Kft.-n keresztül az IDT-től rendeltük. A primerek 
szekvenciája és olvadáspontja a 16. táblázatban olvasható. 
 
16. Táblázat Az EZH2 gén amplifikációjánál és 
szekvenálásánál alkalmazott primerek szekvenciája és 
olvadáspontja 
gén régió primer szekvencia 
EZH2 E16 F 5'-CTA-TTG-CTG-GCA-CCA-TCT-GA-3' 
EZH2 E16 R 5'-CAG-TGC-CTT-ACC-TCT-CCA-CA-3' 
EZH2 E18 F 5'-TCA-CTG-GGC-TGT-GCT-TAC-TTT-3' 
EZH2 E18 R 5'-CCT-TTT-GCA-TAG-CAG-TTT-GGA-3' 
 
A PCR amplifikációs reakciók hőprofiljait a 17. táblázat mutatja be.  
Az anellációs hőmérsékletet a primerek olvadáspontjának figyelembevételével 
határoztuk meg. Az anellációs hőmérséklet az IgHV-1 és -3 esetében 58 °C, IgHV-4 











III.4.5.  A polimeráz láncreakció során nyert termék detektálása 
 
 Az amplifikált termék elválasztása és detektálása agaróz-gélelektroforézissel 
történt. A futtatáshoz 2%-os, GelRed®-et tartalmazó agaróz gélt készítettünk (2 g 
agaróz, 100 ml 1x TAE puffer, 2 μl GelRed®). Futtató pufferként 1x TAE oldatot (10X 
TAE törzsoldat: 0,4 M TRIS, 0,2 M ecetsav, 0,01 M EDTA) használtunk. A futás 120 V 
feszültségen zajlott 50 percig. A migrációs mintázat detektálását a Kodak 4400 MM 
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) géldokumentációs rendszerrel 
végeztük.   
 
III.4.6. A polimeráz láncreakció során nyert termék tisztítása  
 
 A tisztítási lépés lényege, hogy a reakcióelegyből eltávolítsuk a feleslegben 
megmaradt és a továbbiakban zavaró komponenseket (dNTP-k, primerek). A PCR 
termékek tisztításához az enzimatikus ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific) 
módszert alkalmaztuk, a gyártó előírásai szerint. A reakció során a feleslegben maradt 
nukleotidok és primerek hidrolízissel bomlanak le. Mintánként 5 μl PCR termékhez 2 μl 
ExoSAP reagenst mértünk. A reakciók az Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler 
(Life technologies USA) készülékben zajlottak le, a következő hőprofillal: 37°C 15 perc 
és 80°C 15 perc. A tisztított terméket további felhasználásig 4 oC-on tároltuk. 
 
 
17. táblázat. Az IgHV és EZH2 génamplifikáció hőprofilja 
lépés hőmérséklet idő ciklus 
kezdeti denaturáció 95 °C 10 perc - 
denaturáció 95 °C 30 m.perc 
35 anelláció 55/58 °C 45 m.perc 
extenzió 72 °C 45 m.perc 






III.4.7. A szekvenáló reakció 
 
 A szekvenáló reakcióhoz a Big Dye Terminátor 3.1 (Applied Biosystems) kitet 
használtuk, a gyártó előírásai szerint. A PCR termékek direkt szekvenálását mindkét 
irányból elvégeztük. 
 A szekvenáló reakció (cycle sequencing) egy egyirányú PCR reakció és a 
Sanger-féle dideoxi elven alapul. A 4 féle dideoxi nukleotid 4 különböző fluoreszcens 
festékkel jelölt. A reakció során a DNS-polimeráz enzim a 2’-3’ dideoxi nukleotidokat 
is beépíti a láncba, és ahol egy dideoxi analóg beépül, ott a DNS szintézis terminálódik. 
Ennek oka, hogy a dideoxi nukleotidnak nincs 3’-OH csoportja, így a soron következő 
nukleotid nem tud (a foszfátkötéssel) hozzákapcsolódni. Ennek megfelelően a reakció 
során különböző hosszúságú DNS fragmentek keletkeznek, melyek utolsó eleme 
fluoreszcens festékkel jelölt dideoxi nukleotid. 
 A szekvenáló reakció az Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler (Life 
technologies USA) készülékben zajlott. A reakció pontos összetétele és az amplifikáció 
hőmérsékleti paraméterei a 18. illetve a 19. táblázatban láthatóak.  A szekvenáláshoz is 
a 15. és 16. táblázatban feltüntetett primereket használtuk. A szekvenálási reakció után 
10 μl steril desztillált vizet mértünk az elegyre; a mintákat további felhasználásig 4 oC-
on tároltuk.  
 
 
18. Táblázat. A szekvenáló reakció összetétele 
összetevők mennyiség/cső 
BigDye Terminator 0,25 μl 
BigDye Puffer 1,875 μl 
Víz 6,375μL 
primer (10 μm) 0,5 μl 










19. Táblázat. A szekvenáló reakció hőprofilja 
lépés hőmérséklet idő ciklus 
kezdeti denaturáció 94 oC 2 perc - 
denaturáció 94 oC 
30 
m.perc 
25 anelláció 55/58 oC 
15 
m.perc 
extenzió 60 oC 4 perc 
m.perc, másodperc  
 
III.4.8. A szekvenáló reakció termékeinek tisztítása 
 
 A feleslegben megmaradt, a kapilláris elektroforézist zavaró komponenseket 
ismét eltávolítottuk. Ehhez az EdgeBio Performa kitet (EdgeBio, USA) használtuk a 
gyártó előírásai szerint. A speciális oszlopokat 3 percig 850 g-vel centrifugáltuk. Utána 
az oszlopokat tiszta Eppendorf csövekbe helyeztük, és az előzőleg 20 μl-re kiegészített 
szekvenáló reakció terméket rámértük. Újabb 5 perces centrifugálás következett 850 g-
vel. Az eluátum tartalmazta a tisztított cycle sequencing reakció terméket, melyet 
további felhasználásig 4 oC-on tároltunk. 
 
III.4.9. Kapilláris elektroforézis és szekvencia analízis 
 
 Mintáinkat az ABI 3500 (Applied Biosystems, USA) genetikai analizátor 
segítségével futtattuk le és analizáltuk. A nyers adatok értékeléséhez a BioEdit 
programot használtuk.  
 A futtatást 96-lyukú plate-en végeztük. A plate-be először 20-20 μl Formamid 
reagenst mértünk, majd hozzámértük a tisztított terméket. A mintákat 95 oC-on 
denaturáltuk 90 másodpercig, majd jégre helyeztük. Ezután következett a futtatás, 
melynek során a készülék kapilláris elektroforézissel analizálta a fluoreszcensen jelölt 
DNS fragmenteket. A fragmentek ún. „separation polymer” anyaggal telt kapillárisban 
haladnak a katódtól az anód felé. Amikor a DNS-fragment eléri a detektor-ablakot a 
kapillárisban, akkor lézer fény gerjeszti a floureszcens festéket és az emittált fény 




 A kapott IgHV gén szekvenciákat az IMGT/V-QUEST (International 
ImMunoGeneTics Information System) program segítségével hasonlítottuk az 
egészséges donoroktól származó germline gén szekvenciákhoz. Az IgHV gén 
szekvencia analízise során megkerestük a mintában előforduló IgHV génhez 
legközelebb álló germline gént. 
 Az EZH2 gén szekvenciáit az NCBI (National Centre for Biotechnology 
Information) GenBank adatbázisban található, egészséges donoroktól származó 
referencia szekvenciákhoz hasonlítottuk.  
 Az elektroferogramokon a mutációk kettős csúcsok formájában jelentkeznek, 
azaz a vad és mutáns típust reprezentáló bázisok együttesen vannak jelen. Ennek az oka 
egyrészt, hogy a mutációk heterozigóta formában vannak jelen, másrészt hogy a 
tumorsejtek között vannak mutációt nem hordozó normál sejtek is. 
 
III.5 Statisztikai analízis 
 
 A statisztikai analízist az SPSS 20.0 verziójával végeztük, a grafikonokat 
Graphpad 5.0 segítségével szerkesztettük.  
 A vizsgált változók eloszlását Kolmogorov-Smirnov teszt segítségével 
ellenőriztük. Normál eloszlású változók esetén a különböző csoportok közötti 
összehasonlítás során független mintás t-próbát alkalmaztunk, az összetartozó értékeket 
pedig páros t-próba segítségével elemeztük. Mindkét analízis során kétoldali próbát 
alkalmaztunk. Azon változók esetében, amelyek nem mutattak normál eloszlást, a 
csoportok közötti különbségeket Mann-Whitney U-teszt segítségével elemeztük, az 
összetartozó értékek vizsgálata során pedig Kruskall-Wallis tesztet alkalmaztunk. 









IV.1. MikroRNS expresszió a CLL/SLL-es nyirokcsomók pszeudofolliku-
lusaiban és interfollikuláris tereiben 
 
 A CLL kialakulásával és/vagy progressziójával kapcsolatba hozható mikroRNS-
ek közül 19 expresszióját hasonlítottuk össze 15 CLL/SLL-es nyirokcsomó PF és IF 
területein, kvantitatív PCR reakció segítségével. 
 A relatív kvantifikáció eredményei (20. táblázat) alapján 4 miRNS esetében 
találtunk statisztikailag szignifikáns expresszió különbséget a PF régiókban az IF 
területekhez viszonyítva: miR-155 (p=0,005), miR-150 (p=0,009), miR-92a (p=0,011) 
és miR-26a (p=0,018) (13. ábra). 
 Az oncomiR-nek tartott miR-155 és miR-92a a PF-ekben szignifikánsan 
magasabb expressziót mutatott, míg a tumorszuppresszor miR-150 és miR-26a a PF-




13. ábra. A CLL/SLL-es nyirokcsomók pszeudofollikulusaiban szignifikánsan 
eltérő expressziót mutató miRNS-ek. A miR-150 és miR-26a a 
pszeudofollikulusokban (PF) alacsonyabb, míg a miR-155 és miR-92a a PF-ekben 

























IV.2. Az EZH2 fehérje, valamint az EZH2 transzkripcióját szabályozó c-
Myc, E2F1 és pRb expressziója CLL/SLL-es nyirokcsomók 
pszeudofollikulusaiban és interfollikuláris tereiben. 
 
 Az EZH2 és az EZH2 transzkripcióját szabályozó c-Myc, E2F1 és pRb 
expresszió szöveti eloszlásának tanulmányozásához immunhisztokémiai vizsgálatokat 
végeztünk 15 CLL/SLL-es nyirokcsomó mintán. A megfestett és digitalizált 
metszeteken PF és IF területeket jelöltünk ki, és a területeken belül kvantifikáltuk a 
pozitív sejtek arányát. Az +, ++ és +++ intenzitású pozitiv reakciókat egyaránt 
pozitivnak tekintettük. A digitális módszerrel kvantitaívan kiértékelt 
immunhisztokémiai vizsgálatok statisztikai eredményei a 21. táblázatban láthatóak. A 
szabadsági fokok számát „df ” jelöli.   
20. Táblázat. A CLL/SLL-es nyirokcsomók PF és IF területein 
mért mikroRNS expressziók összehasonlítása.  
miR PF IF p-érték 
ΔCt miR-150 3,65 ± 0,62 4,13 ± 0,56 0,009 
ΔCt miR-155 3,16 ± 0,90 2,54 ± 1,13 0,005 
ΔCt miR-92a 0,46 ± 0,68 0,10 ± 0,60 0,011 
ΔCt miR-26a (-5,34) ± 2,38 (-4,28) ± 2,53 0,018 
ΔCt miR-29c (-4,52) ± 1,64 (-4,00) ± 0,96 0,166 
ΔCt miR-181a (-6,73) ± 0,95 (-9,65) ± 3,73 0,096 
ΔCt miR-21 (-2,22) ± 1,09 (-2,54) ± 1,28 0,360 
ΔCt miR-15a (-5,87) ± 1,32 (-6,82) ± 3,20 0,615 
ΔCt miR-16 2,21 ± 0,54 2,33 ± 0,83 0,493 
ΔCt miR-34a (-6,94) ± 5,84 (-6,39) ± 5,24 0,826 
ΔCt miR-221 (-4,96) ± 0,74 (-6,39) ± 2,22 0,328 
ΔCt miR-222 (-0,44) ± 1,22 (-0,43) ± 0,88 0,965 
ΔCt miR-223 (-1,01) ± 0,79 (-0,86) ± 0,78 0,206 
ΔCt miR-101 (-1,28) ± 2,21 (-2,57) ± 2,88 0,458 
ΔCt miR-93-5p (-4,54) ± 1,60 (-4,56) ± 1,46 0,944 
ΔCt miR-650 (-4,73) ± 1,36 (-5,29) ± 3,25 0,563 
ΔCt miR-142-3p 1,10 ± 0,60 0,98 ± 0,72 0,314 
ΔCt miR-142-5p (-3,35) ± 1,22 (-3,11) ± 1,19 0,402 
ΔCt miR-15b (-4,34) ± 1,53 (-3,60) ± 0,63 0,210 
Az értékek átlag ± SD formában vannak feltüntetve. A magasabb ΔCt értékek 
magasabb expressziót reprezentálnak.  ΔCt = CtU6 – CtmiR; Ct, az a ciklus 
szám, ahol a relatív fluoreszcencia-szint eléri az általunk megadott 
küszöbértéket; IF, interfollikuláirs tér; PF, pszeudofollikulus; p-érték, 




A vizsgálatok eredményeként szignifikánsan magasabb expressziót találtunk a PF-ek 
területén mind az EZH2 (p <0.001), mind az őt szabályozó E2F1 (p <0.001), c-Myc 
(p <0.001) és pRb (p <0.001) esetében az IF régiókhoz viszonyítva (14. ábra).  
14. ábra. Az immunhisztokémiai vizsgálatok kvantitatív elemzésének eredménye. 
A vizsgált 15 CLL/SLL-es nyirokcsomóban a digitalis analízis során a c-Myc, E2F1, 
EZH2 és pRb fehérjék expressziója szignifikánsan magasabbnak bizonyult a PF 













21. Táblázat. A digitális módszerrel kvantitaívan kiértékelt 
immunhisz-tokémiai vizsgálatok statisztikai eredményei 
    n Átlag (%)±SD df p-érték 
c-Myc 
PF 15 11,63±5,83 
14 p<0,001 
IF 15 2,47±2,07 
E2F1 
PF 14 5,97±2,69 
13 p<0,001 
IF 14 2,50±2,10 
EZH2 
PF 15 15,56±8,57 
14 p<0,001 
IF 15 5,88±3,95 
pRb 
PF 14 36,12±23,50 
13 p<0,001 
IF 14 13,29±10,51 
PF: pszeudofollikulus; IF: interfollikuláris terület, df: degree of freedom 

























15. ábra. Reprezentatív EZH2 (A, B), E2F1 (C, D), c-Myc (E, F) és pRb (G, H) 
immunfestett képek pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL/SLL-es betegek 
nyirokcsomó mintáiból. A digitalis analízis alapján az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb 
fehérjék expressziója szignifikánsan nagyobb a pszeudofollikuláris (PF) területeken az 
interfollikuláris területekhez viszonyítva. A PF területeket az ábrán piros körvonalakkal 
emeltük ki. Az A, C, E és G képeken az eredeti festések digitalizált metszetei láthatók, a 





EZH2, E2F1, c-Myc és pRb immunfestett és digitalizált metsztekről a 15. ábrán láthatók 
reprezentatív képek. Az ábrán az eredeti festés mellett feltüntettük a digitális 
kiértékelést követő képet is, ahol a pozitív reakciók zöld színnel, a negatív reakciók kék 
színnel jelöltek. A metszeteken a PF területek könnyen beazonosíthatók voltak a számos 
nagyobb sejt (prolymphocyta és paraimmunoblast) jelenléte alapján. Az IF területeken 




prolymphocyták és paraimmunoblastok. A képeken jól látható, hogy többségében a 
nagyobb sejtek mutatnak pozitivitást.    
 
IV.3. Az EZH2 gén aktiváló mutációinak analízise 
 
 Az EZH2 gén hotspot (Y646, A682 és A692) régióinak mutáció analízisét 
bidirekcionális Sanger szekvenálással végeztük el 14 CLL/SLL-es nyirokcsomó 
mintából. A vizsgálat célja az volt, hogy felderítsük, hogy esetleg aktiváló mutáció 
tehető-e felelőssé az EZH2 overexpresszióért.  
 A vizsgálatok során az EZH2 gén 16-os és 18-as exonjaiban visszatérő mutációt 




16. ábra. Reprezentatív elektroferogramok az EZH2 gén 16-os (A) és 18-as (B és C) 
exonjainak hotspot régióiból. A 14 CLL/SLL-es nyirokcsomó minta szekvenálása 




IV.4. Az IgHV gén szekvencia analízise 
 
 A 14 CLL/SLL-es esetben elvégzett IgHV gén mutációs vizsgálatának 
eredménye a 22. táblázatban látható. Az esetek két csoportra oszthatók az alapján, hogy 
mekkora a nukleotid eltérések száma a germline génekhez képest. Mutáltnak tekintettük 
azokat a mintákat, amelyeknél a VH gének konszenzus szekvenciájával való egyezés 
kisebb, mint 98% (9. és 11. esetek) (17. ábra). A további esetek nem voltak mutáltak, 




ezeknél a mintáknál a szekvencia legalább 98%-os homológiát mutatott a konszenzus 
szekvenciákkal (18. ábra). A három high-grade transzformációt mutató esetben (3., 4. és 
6. esetek) az IgHV gén nem volt mutált. 
 
 
22. Táblázat. A CLL/SLL esetek IgHV gén mutációs státusza 
    Eset 
száma 









1 IGHV1-69*13 1 99,6 
2 IGHV1-2*02 0 100 
3 IGHV1-69*06 2 99,2 
4 IGHV1-69*13 1 99,6 
5 IGHV1-24*01 1 99,6 
6 IGHV1-2*02 0 100 
7 IGHV3-13*05 0 100 
8 IGHV3-66*03 0 100 
9 IGHV3-23*01 20 91,9 
10 IGHV3-48*03 1 99,6 
11 IGHV3-30*03 22 91,1 
12 IGHV4-30-4*01 2 99,2 
13 IGHV4-59*01 0 100 
14 IGHV3-66*01 4 98,4 








17. ábra. Reprezentatív ábra az IMGT/V-QUEST program segítségével kapott 
IgHV státusz eredményéről egy mutáns esetben. A mintához (11. eset) legközelebb 
álló Ig germline gén a VH3-30*03 (kék keretben). A minta 22 bázisban tér el ettől a 
szekvenciától, vagyis mutált. A „-” vonal a bázisok azonosságát jelzi, az eltéréseket 








18. ábra. Reprezentatív ábra az IMGT/V-QUEST program segítségével kapott 
IgHV státusz eredményéről egy mutációt nem hordozó esetben. A mintához (2. eset) 
legközelebb álló Ig germline gén a VH1-2*02 (kék keretben). A minta nem tér el ettől a 






IV.5. A mikroRNS-ek, illetve az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb fehérjék 
expressziójának összefüggése az IgHV mutációs státusszal 
 
 A fehérje és miRNS expressziós eredményeinket összevetettük a prognosztikai 
szempontból jelentős IgHV mutációs státusszal. 
Azokban az esetekben, amelyekben az IgHV gén nem volt mutált szignifikánsan 
alacsonyabb miR-150 expressziót mértünk mind a PF, mind az IF területeken a mutált 
esetekhez viszonyítva. ΔCt_PCmiR-150IgHV_NM = 3,45±0,47, ΔCt_
PCmiR-150IgHV_M = 
4,69±0,50, t=-3,42, p=0,005 és ΔCt_IFmiR-150IgHV_NM = 3,98±0,48, ΔCt_
IFmiR-
150IgHV_M = 4,95±0,37, t=-2,67, p=0,021) (19. ábra).  
 A további miR-ek, illetve a vizsgált fehérjék expressziója és az IgHV gén 
mutációs státusza között szignifikáns összefüggést nem találtunk. 
 
  
19. ábra. A miR-150 expressziója alacsonyabb a nem mutált IgHV gént tartalmazó 
esetekben. Szignifikánsan alacsonyabb a tumorszuppresszor miR-150 expressziója a 
pszeudofollikuláris (PF) és interfollikuláris (IF) terekben is a rosszabb prognózist 
reprezentáló nem mutált IgHV génnel rendelkező esetekben. M, mutált; NM, nem 
mutált.   
 
 
IV.6. A mikroRNS-ek, illetve az EZH2, E2F1, c-Myc és pRb fehérjék 
expressziójának összefüggése a kromoszóma eltérésekkel  
 
 A fehérje és miRNS expressziós eredményeinket összevetettük a prognosztikai 




Vizsgálataink szerint a 11q delécióval járó esetekben a miR-150 expressziója az IF 
területén szignifikánsabb alacsonyabb volt (ΔCt_IFmir-150del11q+ = 3,79±0,45, 
ΔCt_IFmir-150del11q- = 4,42±0,48, t=2,66, p=0,020) (19. ábra), míg a PF területén csupán 
hasonló tendenciát igazoltunk (p=0,071). 
 Kromoszóma aberráció(k) (ChA) jelenléte esetén szignifikánsan alacsonyabb a 
miR-26a expresszió a PF területén (ΔCt_PFmiR-26aChA+ = -6,15±2,08, ΔCt_
PFmiR-
26aChA- = -3,5±2,01; p=0,047) (20. ábra).  
 Del17p jelenléte esetén is szignifikánsabb alacsonyabb a miR-26a expressziója a 
PF-okban összehasonlítva a del17p eltérést nem mutató esetekkel (ΔCt_PFmiR-26adel17p+ 
= -8,57±2,43, ΔCt_PFmiR-26adel17p- = -4,96±1,99; p=0,035) (20. ábra). 
 A további miR-ek, illetve a vizsgált fehérjék expressziója és a kromoszóma 




20. ábra. MikroRNS expresszió összefüggése a kromoszóma eltérésekkel. 
Szignifikánsan alacsonyabb a tumorszuppresszor miR-150 expressziója az 
interfollikuláris (IF) terekben del11q jelenléte esetén, valamint a miR-26a expressziója a 
pszeudofollikulusokban (PF) bármilyen kromoszóma aberráció (ChA) és izoláltan a 






 Nagyszámú irodalmi adat támasztja alá, hogy CLL/SLL-ben a PF-ok kiemelt 
szerepet játszanak a sejtproliferációban és a betegség progressziójában. A molekuláris 
eltérések is – beleértve a citogenetikai eltéréseket és az aberráns onkoprotein 
expressziót – jellemzően a PF-ok területén akkumulálódnak. Gibson és mtsai. 
pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL-es nyirokcsomókból származó mintákban 
immunhisztokémiai vizsgálatok során azt találták, hogy az esetek 89%-ában a c-Myc 
protein expressziója 5 %-ot meghaladó (64%-ban 25%-ot meghaladó) a PF területeken, 
ezzel szemben az IF terekben az esetek többségében az expresszió 5% alatti. A c-Myc 
gén átrendeződése az esetek 82%-ában nem volt igazolható, amely alapján arra a 
következtetésre jutottak, hogy a c-Myc overexpressziójának hátterében egyéb 
szabályozó molekulák hatása állhat [50].  Giné és munkatársainak vizsgálataiban a 
pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL-es betegek nyirokcsomóiban a proliferációs 
ráta Ki-67 immunhisztokémiai vizsgálattal a PF-ok területén 10% felettinek bizonyult, 
míg a PF és IF területeket együttesen vizsgálva ez a ráta 2 %-nál kevesebbre tehető [49]. 
Ciccone munkacsoportja azt találta, hogy a pszeudofollikulusokban gazdag CLL/SLL-
es betegek mintáiban gyakoribb a 17p deléció, az IgHV gén átrendeződése, és a 12-es 
kromoszóma triszómiája, valamint ezen esetekben a proliferációs ráta Ki-67-tel 30% 
feletti. Vizsgálataikban a pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL/SLL-es betegek 
túlélése jóval rövidebb volt (11 hónap, a szövettanilag típusos megjelenésű CLL/SLL-es 
betegek 64 hónapos túlélésével szemben) [43]. Balogh és mtsai. vizsgálataikban 
kimutatták, hogy a 11q deléció, 13q deléció és 17p deléció a PF-ok tumorsejtjeiben 
szignifikánsan nagyobb számban fordul elő, mint az IF terek tumorsejtjeiben [53]. Más 
tanulmányban a pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL/SLL-es nyirokcsomókban a 
PF-ok sejtjeiben ciklin-D1 fehérje expressziót detektáltak immunhisztokémia 
vizsgálattal [52]. A ciklin D2 fehérje overexpresszióját a PF-okban szintén kimutatták. 
Igawa ás mtsai a fokozott ciklin D2 expresszió okának felderítése céljából végzett 
vizsgálataik alapján azt találták, hogy az NFκB expresszió is fokozott és utóbbiról 
ismert, hogy direkt indukálja a ciklin D2-t a CCND2 gén promoter régiójához kötődve. 
Eredményeik alapján feltételezhető az is, hogy a c-Myc indirekt módon, a p27 
downregulációja révén szintén részt vesz a folyamatban [51]. 
Összességében az irodalmi adatok alapján a pszeudofollikuláris mintázatot mutató 




proliferációban jól mutatja, hogy sejtjeiben a Ki-67, CD23, CD71, MUM1/IRF-4, 
valamint a cyclin-D1 és D2 fehérjék expressziója magasabb az IF terekhez képest [41, 
52, 202-204].  
 A mikroRNS-ek megváltozott expresszióját CLL/SLL-ben szintén több 
tanulmány igazolta, és számos irodalmi adat szól amellett, hogy a mikroRNS-ek 
szerepet játszanak a betegség patogenezisében [112]. Nemrégiben leírták a PF-ban a 
sejtciklusba való belépést, valamint a sejt növekedést szabályozó mikroRNS-ek eltérő 
expresszióját is. RNS in situ hibridizációs módszerrel Wang és mtsai. 8 
pszeudofollikuláris mintázatot mutató CLL-es beteg nyirokcsomójából származó 
mintáján igazolták, hogy a magasabb miR-155 és alacsonyabb miR-150 expressziót 
mutató tumorsejtek a PF-okban lokalizálódnak [110]. 
 Tanulmányaink elsődleges célja az volt, hogy tovább karakterizáljuk a CLL/SLL 
pszeudofollikulusait és ezzel hozzájáruljunk a betegség pontosabb megismeréséhez. 
Kíváncsiak voltunk, hogy a CLL prognózisát negatívan befolyásoló faktorok közül 
bizonyos mikroRNS-ek és az EZH2 expressziója eltér-e a PF-okban a környező IF 
terekhez képest. 
 A mikroRNS expresszió vizsgálatához 15 pszeudofollikuláris mintázatot mutató 
CLL/SLL-es beteg nyirokcsomójának PF és IF tereiben hasonlítottuk össze 19 
mikroRNS expresszióját valós idejű PCR reakcióval. A PF és IF tereket 
lézermikrodisszekcióval különítettük el. A vizsgált 19 mikroRNS közül a miR-155 és a 
miR-92a szignifikánsan magasabb, míg a miR-150 és miR-26a szignifikánsan 
alacsonyabb expresszióját igazoltuk a PF-ok területén. Eredményeink egy része 
megerősíti Wang és mtsai. eredményeit [110], továbbá alátámasztja azt a nézetet, 
miszerint a PF-ok sejtjei eltérő tulajdonságúak az IF terek sejtjeihez képest. 
 A miR-155 magasabb expressziója különböző magas malignitású hematológiai 
betegségekben már ismert [111]. Feltételezhető, hogy a miR-155 proto-onkogén 
szerepet tölt be és a target gének (pl. SOCS1 és SHIP-1) expressziójának 
szabályozásával elsősorban a fokozott sejtproliferáció és sejttúlélés irányába hat [112, 
113]. A miR-155 a B-sejt receptoron keresztül (BCR) is serkenti a sejtproliferációt nem 
csak a B-sejtek aktiválása során, hanem a B-sejtes lymphomák egy részében is [114, 
115]. A PF-okban igazolt magasabb miR-155 expresszió felveti a lehetőségét annak, 
hogy a miR-155 megzavarja a PF-okban a BCR szignálutat, és ezen keresztül vesz részt 




 Vizsgálatainkban egy másik fontos oncomiR, a miR-17-92a cluster tagjaként 
ismert miR-92a is szignifikánsan magasabb expressziót mutatott a PF-ok területén. A c-
Myc-mediált transzkripció révén a miR-17-92a cluster család tagjainak magasabb 
expressziója gyakran megfigyelhető lymphomákban [120]. Kísérlet igazolja, hogy B-
sejt specifikus miR-17-92a transzgén egerekben cMyc-mediált lymphoma fejlődik ki 
[121]; Gibson és mtsai. pedig leírták, hogy a CLL/SLL PF-aiban a c-Myc fehérje 
expressziója magasabb [50]. Ezen adatok alapján feltételezhető, hogy a c-Myc 
overexpressziója állhat az emelkedett miR-92a expresszió hátterében. Ismert az is, hogy 
a miR-17-92a család legfontosabb célfehérjéi a PTEN [205] és a TGF-béta [206]. A 
PTEN-ről ismert, hogy CLL-ben alacsonyabb expressziót mutat [207]. Elképzelhető, 
hogy a pszeudofollikulusokban detektált magasabb miR-92a expresszió a PTEN 
downregulációján keresztül elősegíti a fokozott sejtnövekedést a foszfatidil inozitol 3 
kináz (PI3K) út gátlásának kiesése révén. Irodalmi adatok alapján a miR-92a 
expressziója hatással van pl. az NFκB-re. DLBCL egy csoportjában kimutatták, hogy a 
miR-92a fokozott expressziója révén csökken az NFκB-t negatívan szabályozó 
TNFAIP3, CYLD és Rnf1 termelés, ezáltal a fokozott NFκB termelés következtében 
apoptózis gátlás az eredmény [121, 208]. A miR-ek fokozott expressziója terápiás 
szempontból fontos, ugyanis a miR-ek gátlásán alapuló szerek közül már számos 
elérhető preklinikai fázisban, többek között az antagomiR-155 [95]. 
 A 21. ábra szemlélteti a miR-155 és a miR-92a szabályozó szerepét a 
sejtproliferációban és az apoptózisban. 
 Eredményeink alapján a miR-150 expressziója a PF-okban szignifikánsan 
alacsonyabbnak bizonyult. A miR-150 tumorszuppresszor funkciója ismert és csökkent 
expresszióját kimutatták már a legtöbb humán leukémiában, többek között a krónikus és 
az akut myeloid leukémiában is [116]. Feltételezések szerint az alacsonyabb miR-150 
expresszió a BCR szignálút csökkent gátlásához vezet, melynek fokozott 
sejtproliferáció a következménye [117]. A miR-150 egy másik célfehérjéje a FOXP1, 
melynek – részben a miR-150 csökkent expresszióján keresztül megvalósuló – fokozott 
expresszióját leírták CLL-ben és a fokozott expressziót rosszabb prognózissal hozzák 
öszefüggésbe [117]. Ismert, hogy CLL-ben a tumorsejtek általánosan magas miR-150 
expressziót mutatnak, és a magas miR-150 expresszió összefüggésbe hozható a betegek 
hosszabb túlélésével [209].  Ezzel ellentétben, alacsonyabb miR-150 expressziónál a 







21. ábra. A miR-155 és miR-92a lehetséges szabályozó szerepe a 
sejtproliferációban és az apoptózisban. Az emelkedett miR-155 expresszió révén a 
SHIP-1 gátló hatása csökken, ezáltal a BCR útvonalon keresztül a sejtproliferáció 
mértéke nő. A miR-92a fokozott expressziója következtében a PTEN kevésbé gátolja a 
PI3K-t, mely szintén a sejtproliferáció irányába hat. Emellett az NFκB alacsonyabb 
expressziója révén a az apoptózis mértéke is csökken.  
 
 
A korábban említett in situ hibridizációs vizsgálattal kimutatták, hogy a 
pszeudofollikulusokban kevesebb a miR-150 pozitivitást mutató sejt [110], amelyet a 
mi eredményünk is alátámaszt. Watanabe miR-150 transzfektált lymphoma 
sejtvonalakon végzett tanulmányai alapján a miR-150 direkt gátolja a DKC1-et és az 
AKT2-t, emellett csökkenti a foszforilált AKT mennyiségét. A miR-150 direkt kötődik 
az AKT2 és a DKC1 3’UTR régiójához. Az AKT foszforlilációja révén aktiválódik a 
PI3K-AKT útvonal. A PI3K–AKT útvonal folyamatos aktivációja a proliferáció 
irányába tolja el a folyamatokat. A pAKT a telomeráz aktivitáson keresztül vezet a 
daganatsejtek immortalizációjához [210]. Mindezek alapján valószínűsíthető, hogy a 
proliferációs centrumok alacsonyabb miR-150 expressziója, pl. az AKT jelátviteli út 
[117] gátlásának csökkenésén keresztül, hozzájárul a CLL progressziójához. 




megnövekedett proliferációs aktivitásával, mely megerősíti a feltételezést, miszerint a 
PF-ok kiemelt szerepet játszanak a betegség progressziójában. 
 A miR-26a expressziója szintén szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult a PF-
okban. A miR-26a egyik ismert szerepe, hogy – számos fehérje mellett – gátolja az 
EZH2 expresszióját. Sander és mtsai lymphoma sejtvonalakon vizsgálták a miR-26a 
lehetséges célgénjeit. MiR-26a szekvenciát tartalmazó vektorral klónozott B-sejtes 
lymphoma sejtvonalakat hasonlítottak össze üres vektorral transzfektált sejtvonalakkal. 
Vizsgálatuk eredményei szerint az EZH2 a miR-26a targetje, lymphoma sejtvonalakon a 
miR-26a expresszió alacsony, míg az EZH2 termelés fokozott. Azóta több tanulmány 
igazolta, hogy az EZH2 3’UTR régiójához direkt kötődik a miR-26a. Szintén 
tanulmányokból ismert, hogy a miR-26a direkt gátolja a ciklin D2 és E2 expressziót, és 
a miR-26a egyik bizonyított negatív szabályozója pedig a Myc [123, 173, 211]. Az 
alacsonyabb miR-26a szint tehát fokozott EZH2 termelődéshez vezet, mely szintén a 
sejtproliferációt segíti elő.  A 22. ábra szemlélteti a miR-150 és a miR-26a szabályozó 
szerepét a sejtproliferációban. 
A mikroRNS-ek megváltozott expressziójának tehát feltehetőleg szerepe van a 
CLL/SLL progressziójában, így a terápiás konzekvencia mellett a betegség várható 
progressziójának előzetes jelzésére is alkalmas lehet. Amennyiben a betegeknek 
leukémiás vérképe is van, úgy folyadék alapú citológiára alapozott új generációs 
szekvenáló eljárás alkalmas lehet annak felderítésére, hogy az esetlegesen PF-okból 
származó, megváltozott miR expressziójú sejtek a perifériás vérben kimutathatóak-e és 
ha igen, milyen számban. Ezirányú vizsgálatok az irodalmi adatok alapján és jelenlegi 
tudásunk szerint nem ismertek. 
 Jelen munkánkban az EZH2 expresszióját immunhisztokémiai vizsgálatokkal 
tanulmányoztuk 15 CLL/SLL-es nyirokcsomóban, és a digitális kvantitatív kiértékelés 
segítségével szignifikánsan magasabb expressziót igazoltunk a PF-ok területén az IF 
területekhez képest. Ez az eredmény párhuzamban áll van Kemenade és mtsai. 
vizsgálatainak eredményével, miszerint a magasabb EZH2 expressziót mutató sejtek 
nagyméretű, Ki-67 pozitív tumorsejtek, amelyekről ismert, hogy többségükben a PF-





22. ábra. A miR-150 és miR-26a szabályozó szerepe a sejtproliferációban. A miR-
150 alacsonyabb expressziója az AKT jelátviteli úton keresztül a fokozott proliferáció 
irányába hat, illetve a FOXP1-et gátló hatásának csökkenése révén a betegség rosszabb 
prognózisával jár együtt. A miR-26a csökkent expressziója a fokozott EZH2 
expresszión keresztül szintén serkenti a sejtproliferációt. 
 
 
Számos kutatási eredmény alapján feltételezhető, hogy CLL/SLL-ben a fokozott EZH2 
expresszió rosszabb prognózissal társul, ugyanakkor a CLL/SLL patomechanizmusában 
az EZH2 szerepe pontosan még nem tisztázott [124, 169, 170]. Eredményünk, miszerint 
az EZH2 expresszió elsősorban a PF-ok sejtjeire lokalizálódik, megerősíti azt a 
hipotézist, hogy a CLL progressziójában a PF-oknak kiemelt szerepük van. 
 Visszatérő EZH2 mutáció a CLL-ben nem ismert [212] [213, 214], ugyanakkor 
szerettük volna biztosan kizárni, hogy esetleg aktiváló mutáció áll-e az EZH2 
overexpresszió hátterében. A 15 CLL/SLL mintából 14 mintán tudtuk elvégezni az 
EZH2 16-os és 18-as exonjának szekvencia analízisét, mely során mutációt nem 
azonosítottunk. 
 További célunk volt annak felderítése, hogy a fentebb leírt miR-26a mellett még 
milyen más szabályozók eltérései állhatnak a PF-ban megfigyelhető megnövekedett 
EZH2 expresszió hátterében.  
 A CLL/SLL PF-aiban ismert a c-Myc overexpressziója [50]. A c-Myc az EZH2 




vel, és emellett a c-Myc az E2F1 transzkripciós faktort is aktiválja [173, 174]. Az E2F1 
serkentően hat az EZH2-re [153]. Az E2F1-et a tumorszuppresszor Rb is szabályozza, 
oly módon, hogy az Rb foszforiláció révén inaktiválódik, ezáltal a gátlás kiesése révén 
nő az E2F1 termelés [175, 176]. Fenti irodalmi adatok alapján immunhisztokémiával 
vizsgáltuk a c-Myc, az E2F1 és a pRb expresszióját a 15 CLL/SLL-es nyirokcsomó 
mintán. A digitális kvantitatív kiértékelés segítségével mindhárom fehérje expressziója 
szignifikánsan magasabbnak bizonyult a PF-ok területén az IF terekhez képest. 
 Ezen erdemények a miR-26a fokozott expressziójával együtt felvetik a 
lehetőségét annak, hogy a c-Myc/E2F1, c-Myc/miR-26a és pRb/E2F1 utak a felelősek a 
PF-ok területén megfigyelt fokozott EZH2 expresszióért. 
 Az EZH2 expresszió szabályozására számos eltérő módon ható szer áll 
rendelkezésre. Közülük lymphomákban leginkább tanulmányozott a pán-
metiltranszferáz gátló (3-deazaneplanocin A, DZNep), melynek hatását számos 
aggresszív lefolyású lymphomában tanulmányozták, pl. köpenysejtes lymphomában, 
Burkitt lymphomában vagy DLBCL-ben [215], azonban CLL/SLL kapcsán hasonló 
vizsgálati eredmények még nem állnak rendelkezsére.  
 A normál nyirokcsomó centrum germinatívumaira is jellemző az EZH2, E2F1, 
c-Myc és pRb megnövekedett expressziója. A normál nyirokcsomóban a c-Myc fehérje 
fontos szerepet játszik a centrum germinatívum kialakulásában, azonban expressziója a 
CG kialakulása után lecsökken. A normál B-sejtek proliferációjához, ill. a sejtek 
metabolikus aktivitásához c-Myc nem szükséges. Más munkacsoportok azt találták, 
hogy a CG-on belül Myc-pozitív szubpopuláció kimutatható, mely magasabb 
kockázatot jelenthet malignus transzformáció kialakulására. Magas malignitású érett B-
sejtes lymphomákban sokszor van jelen a Myc gén transzlokációja, de sokszor Myc-
transzlokáció hiányában is fokozott a Myc expressziója. Az E2F1 mRNS és fehérje 
expresszió is magas a CG B-sejtjeiben. Az E2F1 mellett az EZH2 és pRB magasabb 
expressziója is kimutatható. A CG sejtjeiben a pRB-E2F1 útvonalon keresztül fokozott 
az EZH2 termelés. Ez a szabályozó kör ismert DLBCL-ben is. Tanulmányaink alapján 
CLL/SLL-ben is hasonló folyamatot feltételezhetünk, ugyanakkor eredményeink alapán 
a szabályozó körbe a c-Myc/miR-26a útvonal is beleszól. Míg CLL-ben a PF-ok 
területén atípusos sejtek találhatóak, az egészséges nyirokcsomó centrum 
germinatívumában normál B-sejtek vannak. Ettől függetlenül jogosan merül fel a 




eséllyel transzformálódnak malignusan [175, 216-219]. CLL-ben ez a folyamat még 
nem tisztázott. 
 CLL-ben az EZH2-t szabályozó utakat a 23. ábra szemlélteti. 
 
23. ábra. Az EZH2-t szabályozó utak. A c-Myc fokozott expressziója révén egyrészt 
csökken a miR-26a expresszió, másrészt nő az E2F1 expresszió. Utóbbi expresszióját az 
RB – foszforiláció révén létrejövő – gátló hatásának kiesése is fokozza. Az alacsony 
miR-26a és magas E2F1 expresszió következtében nő az EZH2 expressziója. 
 
  
 Tanulmányainkban megvizsgáltuk a miRNS, EZH2, c-Myc, E2F1 és pRb 
expresszió és az IgHV gén mutációs státusza, valamint a CLL/SLL-ben prognosztikai 
jelentőséggel bíró kromoszóma aberrációk lehetséges kapcsolatát is. Bár a vizsgálat 
elemszáma kevés, statisztikailag szignifikánsan alacsonyabb miR-150 expressziót 
mértünk mind a PF, mind az IF területén azokban az esetekben, amelyekben az IgHV 
gén nem volt mutált. Régóta ismert, hogy CLL-ben rosszabb prognózisra utal, ha az 
IgHV génben mutációt nem nincs jelen [14, 220, 221]. Több kutatócsoport felvetette 
már a lehetőségét annak, hogy a csökkent miR-150 expresszió kapcsolatban áll az IgHV 
gén nem mutált státuszával [117, 119, 196], ugyanakkor a két eltérés kapcsolata még 




 Rabello és mtsai. vizsgálataik során emelkedett EZH2 expressziót találtak 
azokban a CLL-es betegkben, akik valamilyen visszatérő kromoszóma eltérést 
hordoztak. Mi hasonló szignifikáns összefüggést nem találtunk, ugyanakkor a 11q 
delécióval járó esetekben a miR-150 expressziója az IF területén szignifikánsabb 
alacsonyabb volt. A rosszabb prognózissal társuló kromoszóma aberrációt hordozó 
esetekben a PF-ok területén a mir-26a expressziója is alacsonyabbnak bizonyult a 
kromoszóma eltérést nem mutató esetekhez képest. 
 Vizsgálatunk érdekes eredménye, hogy 17p deléció esetén a PF-okban szintén 
alacsonyabb volt a miR-26a expressziója a 17p deléciót nem hordozó esetekhez képest. 
17p deléció esetén a TP53 gén deletált és ezen deléciót hordozó betegek kemoterápia 
rezisztensek. Az igazolt del17p-vel járó esetek >80%-ában a másik TP53 allél mutációja 
igazolható [2].  Del17p hiányában TP53 mutáció ritkábban fordul elő. A TP53 
mutációja igen rossz prognózissal társul [22]. A legújabb vizsgálatok alapján – terápiás 
szempontból – a CLL/SLL egyik legfontosabb prognosztikai tényezője a TP53 mutációs 
státusz. 17p deléció és/vagy TP53 mutáció jelenléte esetén, ha a betegség aktív és a 
beteg jó állapotú elsővonalbeli kezelésként a BTK gátló Ibrutinib vagy a PI3K gátló 
Idelalisib a választandó szerek [2]. A PI3K fokozott aktivitásáért felelős upstream 
mediátorok - pl. miR-92a, melynek fokozott expressziója következtében csökken a 
PTEN PI3K-t gátló hatása - terápiás befolyásolására egyelőre nincs mód. A miR-26a–









A dolgozat fő megállapításai a következők: 
 
 Az oncomiR-ek közül a miR-155 és a miR-92a fokozott expressziója, a 
tumorszuppresszor miR-ek közül a miR-150 és a miR-26a csökkent expressziója 
igazolható a pszeudofollikulusok területén az IF területekhez képest CLL/SLL-
es betegek nyirokcsomóiban. 
 
 EZH2 overexpresszió igazolható a CLL/SLL-es betegek nyirokcsomóinak PF 
területein az IF területekhez képest, melynek hátterében feltehetően a c-
Myc/E2F1, c-Myc/miR-26a és pRb/E2F1 szabályozó útvonalak megváltozott 
működése áll. 
 
 Az EZH2 overexpresszió hátterében EZH2 gén aktiváló mutáció nem igazolható 
a CLL/SLL-es esetekben. 
 
 Összefüggés lehet a rosszabb prognózissal járó kromoszóma aberrációt hordozó 
betegek, ill. a szintén rosszabb prognózisú NM IgHV gén státuszú betegek és a 
miR-26a csökkent, illetve az EZH2 fokozott expressziója között. 
 
 Összességében eredményeink alátámasztják, hogy a CLL/SLL PF-ai különleges 
biológiai sajátosságokkal rendelkeznek, és a betegség progressziójában szerepet 







 Nyirokcsomóban a krónikus lymphocytás leukemia/kis lymphocytás lymphoma 
(CLL/SLL) sajátossága a neoplasztikus kis lymphoid sejtek diffúz infiltrációja mellett a 
prolymphocytákat és paraimmunoblasztokat tartalmazó pszeudofollikulusok (PF) 
jelenléte. Számos vizsgálat igazolja, hogy a különféle molekuláris eltérések a PF-ek 
tumorsejtjeiben halmozódnak fel, mely alapján feltételezhető, hogy a PF-ek kiemelt 
szerepet játszanak a sejtproliferációban és a betegség progressziójában. Ismert továbbá, 
hogy a kiterjedt pszeudofollikuláris mintázatot mutató esetek lefolyása kedvezőtlenebb. 
 A PF-ek szerepének további vizsgálatára 15 pszeudofollikuláris mintázatot 
mutató CLL/SLL-es beteg nyirokcsomó mintáiban vizsgáltuk 19 – a CLL 
kialakulásában és progressziójában szerepet játszó – mikroRNS, illetve az EZH2 
expresszióját a PF területeken az interfollikuláris (IF) területek expressziójával 
összehasonlítva. Az EZH2-t szabályozó c-Myc, E2F1 és pRb expresszióját is 
vizsgáltuk, illetve az EZH2 mutáció analízisét is elvégeztük. A kapott eredményeket 
összevetettük a FISH vizsgálat során talált kromoszóma eltérésekkel, valamint a 
betegek IgHV státuszával. 
 Eredményeink alapján az oncomiR miR-155 és miR-92a expressziója a PF-
okban fokozott, míg a tumorszuppresszor miR-150, valamint az EZH2-t gátló miR-26a 
expressziója alacsonyabb az IF területekhez viszonyítva. Az alacsony miR-150 
expresszió összefüggést mutat a 11q deléciójával. Az EZH2 expressziója szintén 
fokozott a PF-okban. Aktiváló EZH2 mutációt nem azonosítottunk, azonban az EZH2-t 
szabályozó c-Myc, E2F1 és pRb szintén fokozottan expresszálódott. 
 Összeségében vizsgálatainkkal oncomiR-ek magasabb és tumorszuppresszor-
miR-ek alacsonyabb expresszióját, illetve az EZH2 és az őt szábolyozó fehérjék 
fokozott termelését igazoltuk CLL/SLL PF-aiban, mely újabb bizonyítékkal szolgál 
arra, hogy a PF-ok eltérő biológiai sajátosságokkal rendelkeznek az IF terekhez képest. 
Eredményeink alátámasztják azt a hipotézist is, miszerint a CLL/SLL progressziójában 








 Beside the diffuse infiltration of small neoplastic lymphocytes, proliferation 
centres (PCs) comprising prolymphocytes and paraimmunoblasts are histological 
hallmarks of lymph nodes in chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic 
lymphoma (CLL/SLL). Several studies have confirmed, that various molecular 
alterations accumulate in the tumor cells of PCs, supporting that PCs may have an 
important role in cell proliferation and progression of the disease. It is also well known 
that extended PCs are related to a less favourable prognosis. 
 To further characterize the pathogenic role of PCs, the expression levels of 19 
selected miRs known to be involved in the development of CLL/SLL were compared in 
the PCs and the intervening small cell areas in lymph nodes of 15 patients with 
CLL/SLL. We also examined the expression level of EZH2 protein, the overexpression 
of which has recently been recognized as poor prognostic factor in CLL/SLL and its 
mutational profile, as well as the expression of its upstream regulators c-Myc, E2F1 and 
pRb. The results were also compared to the cytogenetic alterations defined by FISH 
analysis and to the IgHV mutational status. 
 Two known oncomiRs, miR-155 and -92a were upregulated, the tumor 
suppressor miR-150 and miR-26a, inhibitor of EZH2 were downregulated in the PCs. 
Low expression of miR-150 was also associated with loss of 11q. Our results showed a 
significantly increased expression of EZH2 in the PCs. No EZH2 activating mutations 
were detected, however, overexpression of c-Myc, E2F1 and pRb proteins were 
confirmed. 
 In summary, higher expression of oncomiRs, lower expression of tumor 
suppressor miRs and the upregulation of EZH2 and its regulator proteins in PCs of 
CLL/SLL lymph nodes provide further evidence for the distinguished biological 
features of the PCs, and also support the hypothesis that pathogenic processes proved to 
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